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En  primer  lugar me  gustaría  dar  las  gracias  a  Lluïsa  y  a  todo  su  grupo.  Tras  unas  prácticas  de 
verano  confiaste  en  mí  para  comenzar  con  el  proyecto  de  Haspin,  y  aquí  está  el  resultado.  Por 
supuesto, Sergi, sin ti no hubiera sido posible ni tan siquiera comenzar. Ahora que yo también sé qué 
es el estar acabando una tesis te agradezco profundamente todo el tiempo que me has dedicado, y 
encima  siempre  con una  sonrisa. María,  ahora  te  quedas  tú  al mando del  carro  (no  el  de Manolo 






que mereciera  la pena venir  cada día a  trabajar, a pesar de que Haspin y BAF hayan sido un poco 
rebeldes.  Laura,  nuestra  historia  ha  sido  breve  pero  intensa.  He  descubierto  en  ti  una  magnífica 
persona y una gran amiga, y espero que esto siga así para siempre. Evidentemente que no me olvido 
de Salva, con tus míticas frases y locuras que tanto me han alegrado el día a día, además de todos los 
conciertos y teatros a  los que hemos  ido  juntos. Albert, gracias por tu buen humor a pesar de que 
tires los Yatekomos por la cafetería, te toquen los kiwis verdes o te vayas corriendo con media casa y 
una guitarra a cuestas porque pierdes el autobús. Sabes que soy la fan número uno de Nuar. Eva, my 
Guardian Angel,  one of  the  craziest  girls  that  I  have  ever met! Don´t  ever  change!  Y  en  general  a 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































loops  (bucles),  como  los  que  se  producen  por  las  interacciones  entre  elementos  reguladores  de 
cromosomas interfásicos tal que las realizadas por enhancers e  insulators, u otras superestructuras, 
como las que se encuentran en cromosomas metafásicos (Woodcock and Ghosh, 2010). 
Durante  muchos  años  se  ha  considerado  la  estructura  de  la  cromatina  únicamente  como  una 
mera  forma  de  empaquetamiento  del  material  genético,  diferenciándose  por  completo  de  los 
mecanismos que controlan la transcripción. Con el paso del tiempo la imagen de la cromatina ha ido 
cambiando,  pasando  a  ser  considerada  una  estructura  dinámica  con  funciones  importantes  en 
procesos  fundamentales. De hecho,  la distribución espacial y  la compartimentalización del genoma 
tiene  gran  importancia  en  procesos  como  la  replicación,  reparación  y  recombinación,  pero  sobre 
todo han sido estudiadas en la regulación de la expresión de genes (Sexton et al., 2007). 
 
1.1.1. La cromatina está organizada en dominios  
 
Como  hemos  dicho,  la  organización  de  la  cromatina  dentro  del  núcleo  está  relacionada  con  la 
regulación  de  la  expresión  de  genes.  A    grandes  rasgos,  a  nivel  nuclear  se  pueden  observar 
diferencias entre la cromatina menos condensada (abierta o activa), y la más condensada (compacta 
o  silenciada).  Así,  en  los  cromosomas  interfásicos  se  puede  distinguir  la  cromatina  abierta, 
denominada eucromatina, donde  se encuentran  la mayor parte de  los  genes  transcripcionalmente 
activos,  y  la  condensada,  la  heterocromatina,  en  forma  de  bloques  de  cromatina  compacta  e 
inaccesible.  De  manera  que  se  establecen  dos  grandes  regiones  en  el  genoma,  las 
transcripcionalmente activas, que en general se localizan internamente en el núcleo, y las inactivas, 
que  tienden más hacia  la periferia nuclear así  como alrededor del nucleolo. Además,  cabe  señalar 
que hay regiones eucromáticas que se silencian que se denominan heterocromatina facultativa, en 
contraposición a la constitutiva, que es la que está siempre silenciada. Además,  la disposición de los 
cromosomas  dentro  del  núcleo  no  es  al  azar,  y  se  distribuyen  en  lo  que  se  llaman  territorios 






1.1.1.1. Chromosome Conformation Capture (3C) 
 
Dekker  (Dekker et al., 2002) desarrolló una estrategia bioquímica para analizar  la  frecuencia de 
contactos entre diferentes sitios del genoma: Chromosome conformation capture (3C). Este método, 
y  los  que  posteriormente  se  basaron  en  él,  permiten  realizar  un  estudio  topológico  del  DNA más 
sistemático  a  alta  resolución que  la microscopía.  Se  ha  conseguido  estudiar  la  organización de  los 














































































































































































































































































Su  interpretación  lleva  a  concluir  que  la  cromatina  está  dividida  en  dominios  cuyas  secuencias 
interaccionan  con  ellas  mismas.  Dentro  de  estos  dominios  hay  una  coasociación  entre  genes 
separados  en  la  cromatina.  Se  ha  visto  también  que  existen  interacciones  entre  secuencias  de 




donde  el  reclutamiento  de  genes  a  un  lugar  del  núcleo  enriquecido  en  sus  factores  reguladores 
facilitaría la coordinación de su expresión (Sexton and Cavalli, 2015). 
 
1.1.1.2. Topologically Associating Domains (TADs)  
 
Estos  dominios  que  acabamos  de  describir,  caracterizados  por  la  alta  probabilidad  de  contacto 
entre las secuencias dentro de él mismo según se deriva de los resultados de las técnicas 3C, están 







al.,  2012)  y  por  el  de  Corcés    (Hou  et  al.,  2012).  Estos  dominios  se  correlacionan  con  rasgos 
epigenómicos  tal  como  modificaciones  de  histonas,  densidad  de  genes  activos,  interacción  con 
estructuras  nucleares,  tiempo  de  replicación  o  la  composición  en  nucleótidos  u  elementos 
repetitivos.  
En  mamíferos  se  vio  que  la  disrupción  de  grandes  dominios  silenciados  en  el  X  chromosome 
inactivation centre (Xic) no afectaba a la segmentación de los TADs, aunque sí a la compactación local 
(Nora et al., 2012). Además, comparando diferentes líneas celulares y tejidos humanos y de ratón se 
vio  que muchos  dominios  permanecían  invariables  (Dixon  et  al.,  2012).  Esto  sugería  que  los  TADs 
eran  una  configuración  espacial  donde  los  rasgos  regulatorios  se  establecían  a  posteriori.  Sin 
embargo, estudiando genes homeóticos de ratón se vio que a medida que se iban silenciando unos 
genes  y  activando  otros,  la  configuración  en  TADs  cambiaba  (Noordermeer  et  al.,  2011).  La 
investigación de la diferenciación celular de células ES llevó a concluir que la realidad es una mezcla 














































































































































































































































reciente  realizado  sobre  cuatro  especies  de  mamíferos,  ha  revelado  mediante  Hi‐C  que  la 
organización modular de los cromosomas está fuertemente conservada, y que se correlaciona con el 
mantenimiento  de  los  sitios  de  unión  de  CTCF  (Vietri  Rudan  et  al.,  2015),  que  son  justamente 
aquellos  en  los  que  colocaliza  con  cohesinas,  y  están  enriquecidos  en  las  fronteras  de  los  TADs. 
Además,  las  diferencias  vistas  entre  especies  en  los  sitios  de  unión  de  CTCF  se  correlacionan  con 
diferencias  en  la  estructura  interna  de  los  dominios.  De  hecho,  aunque  son  necesarios mapas  de 
interacción de más organismos para sacar conclusiones, se ha visto que las especies que conservan la 
organización  en  TADs  son  aquellas  que  también  conservan  la  proteína  CTCF  (Heger  et  al.,  2012, 
Sexton and Cavalli, 2015). 
No obstante, en mamíferos solo el 15% de las secuencias de CTCF y de cohesinas se encuentran 
en  fronteras, mientras  que  el  85%  restante  se  localiza  dentro  de  los  TADs.  Cómo  desempeñan  su 
función de borde entre dominios varía  entre diferentes experimentos. Mientras que la depleción de 
cohesinas en  células HEK293 produce una pérdida  general de  interacciones  intracromosomales  sin 
afectar a la organización del TAD, la falta de CTCF causa una disminución similar en la frecuencia de 
interacciones dentro de un TAD con un aumento de las que se producen entre TADs adyacentes (Zuin 
et al., 2014). En cambio,  la carencia de cohesinas en astrocitos postmitóticos de  ratón afecta a  las 
interacciones  intraTADs mediadas  por  ellas  y  CTCF,  produciendo  también  un  debilitamiento  de  la 
frontera entre TADs (Sofueva et al., 2013).  
En Drosophila  las  fronteras  entre  TADs,  como en mamíferos,  dependen,  al menos  en parte,  de 
proteínas insulators (Figura 4A) (Hou et al., 2012). Un estudio ha demostrado que los cambios en la 
organización  espacial  de  los  cromosomas  que  se  producen  tras  un  choque  térmico  están 
relacionados  con  la  afectación  de  estas  proteínas  (Li  et  al.,  2015).  Este  estrés  supone  una 
reorganización 3D, y las proteínas insulators que normalmente se encuentran en las fronteras pasan 
a  localizarse  dentro  de  los  TADs  (Figura  4B).  Este  cambio  provoca  un  aumento  de  interacciones  a 
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1.1.1.4. Los TADS son unidades funcionales   
 
Cada  vez  hay  más  evidencias  de  que  los  TADs  no  son  solo  elementos  estructurales,  sino  que 
también  son  dominios  funcionales.  Se  ha  visto  que  la  organización  espacial  y  la 
compartimentalización  del  genoma  repercuten  en  diversas  funciones  nucleares,  como  la 
transcripción y la replicación.  




probó  que  los  TADs  son  regulados  como  unidades  funcionales  a  través  de  la  inducción  de  la 
expresión génica por  la hormona progestina   en células T47D  (Le Dily et al., 2014), donde hasta el 
20% de estos dominios se comportaban como unidades regulatorias, y la mayoría de los genes que 
contenían  estaban o activados o reprimidos. 





de  un  TAD  altera  la  expresión  génica  por  el  cambio  en  los  patrones  de  las  interacciones  entre 
enhancer y promotor que produce. Una inversión en el cromosoma 3 está implicada en la leucemia 
mieloide aguda. Esto provoca  la disrupción de 2 TADs y  lleva a  la  formación de uno nuevo híbrido 
(Groschel et  al., 2014). Como resultado, el enhancer  que normalmente  regula GATA2  se  coloca en 
una nueva posición en el TAD, que contiene el oncogén EVI. El   enhancer  lo activa y contribuye a la 
formación del tumor. Al mismo tiempo el gen GATA2 ya no está colocalizando en el mismo dominio 
que su enhancer, produciendo haploinsuficiencia del GATA2,  implicado en este  tipo de  leucemia, y 
mielodisplasia  familiar  esporádica,  así  como  en  los  síndromes  MonoMac/Emberger.  Éstas  y  otras  
observaciones  indican  que  los  contactos  ectópicos  que  alteran  la  expresión  de  genes  pueden 





de kilobases. Se ha visto que  los bordes de  los dominios de replicación coinciden con  las  fronteras 




encuentran  juntos  pueden  replicarse  todos  de  manera  temprana,  pero  la  transición  hacia  una 
replicación  tardía  ocurrirá  en  la  frontera  entre  TADs,  aunque  en  cuál  ocurra  dependerá  del  tipo 




1.1.1.5. Relación entre TADs y rasgos epigenómicos  
 
Los  principios  de  la  organización  de  los  cromosomas  también  se  han  estudiado  mediante  el 
mapaje  de  los  patrones  de  ocupación  a  lo  largo  del  genoma  de  modificaciones  de  histonas  y 
proteínas de unión a la cromatina.  
En el  año 2010,  Filion hizo un análisis  integrativo de  los  lugares de unión a  lo  largo de  todo el 
genoma de 53 proteínas de unión a la cromatina, que incluía enzimas que modifican histonas, otras 






por  colores:  azul,  verde,  negra,  roja  y  amarilla)  que  quedan  definidos  por  una  combinación  de 
proteínas  y  forman  dominios  que  pueden  llegar  a  ser  incluso  mayores  de  100kb.  Estos  tipos  de 






se  analizó  inicialmente,  comprueban  que  la  marca  producida  por  este  grupo  de  proteínas, 
H3K27me3, también está presente en este tipo de cromatina. 
La  denominada  cromatina  negra  abarca  casi  la  mitad  del  genoma  y,  por  tanto,  es  la  más 
abundante.  Tiene  los  dominios  más  grandes,  es  pobre  en  genes,  y  estos  están  principalmente 


















































































































































































































































































































































































































por  las  desacetilasas  de  histonas.  De  la  misma  manera,  muchos  represores  transcripcionales 
contienen actividad desacetilasa (Strahl and Allis, 2000). Los enhancers y sobre todo los promotores 
de  los  genes  están  enriquecidos  en  esta  marca,  facilitando  el  acceso  a  factores  de  transcripción 
(Wang et al., 2008). 
La metilación se produce principalmente sobre lisinas, que pueden ser mono, di o trimetiladas, o 
argininas,  con  mono  o  dimetilación,  simétrica  o  asimétrica,  y  se  da  sobre  todo  en  H3  y  H4,  sin 
modificar  la  carga.  Es  llevada a  cabo por metilasas,  y eliminada por desmetilasas.  Inicialmente  fue 
asociada con el silenciamiento de genes, como es el caso de las marcas H3K27me3 asociada al grupo 
Polycomb o H3K9me2/3 con HP1. No obstante, también se ha estudiado esta PTM en relación con la 
activación  transcripcional,  tal  como H3K4me3  realizada por el  complejo  trithorax  (trxG) que marca 






H3  (Bradbury,  1992,  Koshland  and  Strunnikov,  1996).  Uno  de  los  ejemplos mejor  estudiados  es  la 
fosforilación de la serina 10 de la histona 3 (H3S10ph), que se produce durante la mitosis en muchos 
eucariotas  y  se  correlaciona  con  la  condensación  y  segregación  cromosómica  en mitosis  y meiosis 
(Hendzel et al., 1997). La familia de las Aurora kinasas, muy conservadas en diferentes organismos,  
son las responsables de esta fosforilación durante estos procesos. 
A  pesar  del  evidente  papel  que  juega  en  la  fase  divisoria  del  ciclo  celular  también  se  han 
caracterizado  ejemplos  en  los  que  la  fosforilación  de  histonas  puede  estar  implicada  en  la 
remodelación  de  la  cromatina  y  la  expresión  génica.  Se  vio  que  la  estimulación  con  factores 
mitogénicos  que  provocan  la  transcripción  de  genes  de  respuesta  rápida,  como  c‐fos  y  c‐jun, 
producía  la  fosforilación de H3  (Mahadevan et al., 1991), y unos años después se concretó que se 
daba  en  el  residuo  S10  en  la  cromatina  interfásica.  Esta modificación  no  es  realizada  por  Aurora 
kinasas  sino  por  Jil‐1/MSK1‐2  (Drosophila  y  mamíferos,  respectivamente).  El  mejor  ejemplo  que 
describe  la  participación  de  Jil‐1  y  H3S10ph  en  la  expresión  génica  viene  del  estudio  de  la  doble 
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El  conocimiento  de  cómo  se  organiza  la  cromatina  dentro  del  núcleo  ha  experimentado  un 
notable  avance.  Se  ha  pasado  de  diferenciar  simplemente  zonas  transcripcionalmente  activas  y 
silenciadas  a  poder  detallar  diferentes  tipos  de  cromatina  en  función  de  las  características  que 






de  genes.  Por  ello,  pasaremos  a  detallar  este  proceso,  qué  elementos  los  llevan  a  cabo  y  qué 
mecanismos  están implicados en la regulación del mismo. 
 
1.2. Regulación de la expresión génica 
 
1.2.1. Elementos básicos de la transcripción 
 
Cada  célula  establece  unos  patrones  individuales  de  expresión  de  los  genes  durante  la 
diferenciación y desarrollo. Por tanto, es necesario un control espacio‐temporal de  la  transcripción 
de  estos  genes.  La  transcripción  es  el  proceso  en  el  que  se  produce  RNA  a  partir  de  una  cadena 
molde de DNA. La enzima que cataliza esta reacción es la RNA polimerasa. En las células eucariotas 
se  distinguen  tres  tipos,  y  la  RNApolII  es  la  responsable  de  transcribir  los mRNA,  que  son  los  que 
servirán de molde para dar  lugar a proteínas. Durante  la  transcripción,  forma un complejo de pre‐
iniciación (PIC) multiproteico con otros factores denominados factores generales de la transcripción 
(GTF), ya que los necesita para reconocer el promotor basal.  
El  promotor  basal  es  la  mínima  secuencia  de  DNA  suficiente  para  dirigir  el  inicio  de  la 




2002)   a  través de  las que  interactúa con factores externos para regular  la  transcripción génica. Se 
han visto diferentes tipos de motivos, como la caja TATA, el elemento  Initiator, el TFIIB recognition 
element  o el downstream core promoter element.  Cada uno de ellos  tiene  su  función específica,  y 
ninguno  se  encuentra  en  todos  los  promotores,  por  lo  que  no  hay  ninguno  que  sea  universal.  La 
combinación  de  estos  motivos  y  su  reconocimiento  consiguen  modular  los  niveles  de  expresión 
(Kadonaga, 2012). 
 
La  unión  del  PIC  al  promotor  basal  provoca  la  separación  de  las  cadenas  de  DNA  para  poder 








1.2.2. Mecanismos implicados en la regulación de la transcripción génica 
 












al.,  2014,  Villar  et  al.,  2015),  considerándose  como  piezas  clave  en  la  regulación  de  la  expresión 
génica en todos los eucariotas. 
De los estudios de SV40 se extrajeron las características comunes (Banerji et al., 1981, Moreau et 
al.,  1981,  Treisman  and Maniatis,  1985).  Se  pueden definir  como  secuencias  no  estereotipadas  de 
DNA  que  son  capaces  de  regular  la  transcripción  de  un  gen  a  pesar  de  estar  a miles  de  bases  de 
distancia, tanto upstream como downstream, y en cualquier orientación. Pueden estar localizados en 
regiones intra o intergénicas, en intrones e incluso en exones de los genes (Erokhin et al., 2015).  
A  pesar  de  que  múltiples  enhancers  pueden  interactuar  con  múltiples  promotores,  se  ha 
detectado una especificidad entre ciertos enhancers hacia ciertos promotores. Uno de los primeros 
estudios sobre esta compatibilidad se realizó mediante la expresión de dos genes vecinos, gooseberry 
(gsb)  y  gooseberryneuro  (gsbn).  Se  observó  que  aunque  dos  enhancers  (GsbE  y  GsbnE)  estaban 
localizados entre los TSS de ambos genes (y, por tanto, una activación cruzada pudiera ocurrir), GsbE 
solo podía activar al promotor de gsb, y GsbnE solo al de gsbn (Li and Noll, 1994). La preferencia de 
un  enhancer  por  un  promotor  en  concreto  parece  depender  de  varios  factores,  como  la 
compatibilidad  bioquímica,  la  distancia  entre  ellos,  los  motivos  que  presenta  el  promotor,  la 











promotor.  Sin  embargo,  pronto  se  rechazó  esta  hipótesis  para  buscar  otras  en  las  que  hubiera 
contacto  físico  entre  ambos  elementos mediante  proteínas  ya  que  éste  había  sido  confirmado  en 
varios  estudios.  El  modelo  que  más  evidencia  ha  recaudado  es  el  de  la  formación  de  loops  de 
cromatina  entre  ellos  cuando  interaccionan,  que  dejarían  fuera  toda  la  secuencia  que  queda  en 
medio (Kagey et al., 2010, Mifsud et al., 2015). Los avances en el campo gracias a las técnicas 3C han 







Con el  fin de comenzar  la  transcripción, el enhancer  recluta un complejo proteico  iniciador que 
facilita  la  accesibilidad  a  su  DNA  desplazando  los  nucleosomas,  mediante  la  aparición  de  PTMs 
activadoras  y  abriendo  la  cromatina  localmente.  De  esta  manera,  los  factores  de  transcripción 
pueden  unirse,  permitiendo  así  el  reclutamiento  de  co‐activadores  que  no  pueden  establecer 
contactos directamente con el DNA, dando un complejo activo. La unión de estos últimos es lo que 





entre  factores de  transcripción de ambos elementos,  transmitiendo  la señal de activación desde el 
enhancer  al  promotor.  Esta  interacción  promueve  la  formación  de  un  loop  de  cromatina,  y  el 
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globina  disminuía  la  elongación  mientras  que  se  mantenía  la  unión  del  PIC  y  la  RNApolII  en  el 
promotor  (Sawado  et  al.,  2003).  Por  otro  lado,  también  se  ha  sugerido  que  sería  el  enhancer  el 






1.2.2.2. Elementos de respuesta a Polycomb  
 
Como  hemos  señalado  en  el  apartado  anterior,  la  comunicación  entre  enhancer  y  promotor, 
gracias a factores de transcripción y RNApolII, establece el patrón  inicial de  la expresión génica. En 
algunos  casos,  cuando  los  TFs  dejan  de  estar  presentes,  estos  estados  se  tienen  que  mantener 
mediante sistemas epigenéticos de memoria celular, en los que las proteínas del grupo Polycomb y 
trithorax tienen un papel destacado.  




también  intervienen  en  otros  procesos  como  el  ciclo  celular  (Oktaba  et  al.,  2008),  diferenciación 













El  PRC1  contiene  Polycomb,  Polyhomeotic  (Ph),  Posterior  sex  combs  (Psc)  y  Sex  combs  extra  o 





parece  también  estar  implicada  en  el  reclutamiento  de  miembros  de  PRC2.  Además,  los  eventos 
mediados por PRC1 compactan la cromatina para limitar el acceso de factores activadores. 
 








Desde  los primeros estudios se sugirió que  las modificaciones realizadas por trxG pueden  inhibir  la 
actividad de PRC2, y, por tanto, impiden la represión (Klymenko and Muller, 2004, Papp and Muller, 
2006).  Diversas  investigaciones  constatan  este  hecho.  En  una  de  ellas  se  observó  que  la  di  o 
trimetilación  de  H3K36,  realizada  por  una  de  las  proteínas  de  trxG,  Ash1,  no  colocalizaba  con 
H3K27me3  en  la misma  histona,  e  incluso  impidía  la  acción  de  PRC2  (Yuan  et  al.,  2011).  Por  otra 
parte  se  describió  que  H3K4me1/me2/me3  producida  por  otra  de  las  proteínas  del  grupo,  trx, 
imposibilitaba la unión de p55 en los sitios donde se encontraba (Schmitges et al., 2011). Según esto, 
la presencia de estas PTMs impide la actividad de PRC2, y por tanto, la posterior adhesión de PRC1. 
La  inhibición  de  la  función  de  PRC2 mediante  estas marcas  es  un  hecho  general  entre  diferentes 
especies,  como  humanos,  ratón  o Drosophila,  lo  que  sugiere  que  es  un mecanismo  de  regulación 
génica altamente conservado (Geisler and Paro, 2015). Sin embargo, análisis de ChIP‐chip de genes 
de  los  complejos  Antennapedia  (ANT‐C)  y  Bithorax  confirmaron  que  estos  genes  contenían  tanto 
proteínas de PcG como de trxG simultáneamente (Beisel et al., 2007). En mamíferos existen dominios 
bivalentes,  con  promotores  que  contienen  tanto  H3K4me3  como  H3K27me3  (Voigt  et  al.,  2013). 
Inicialmente  se  asoció  esta  doble  marca  con  la  pausa  de  genes  implicados  en  el  desarrollo  que 
necesitan  una  activación  rápida,  aunque  la  teoría  actual  es  que  H3K27me3  se  establece  tras  el 
depósito de H3K4me3, para impedir que otras metiltransferasas activen estas regiones (Denissov et 
al., 2014). 
En  el  genoma,  los  complejos  de  proteínas  PcG  son  reclutados  a  Polycomb  Group  Response 
Elements  (Figura  10),  que  son  secuencias  de  DNA  que  pueden  tener  hasta  unos  pocos  cientos  de 
pares  de  bases.  Cabe  señalar  que  los  PRE  no  son  siempre  diferenciables  de  otros  elementos  del 
genoma, los Trithorax Response Elements (TRE). Estos son los elementos que unen las proteínas trxG. 
Ya hemos señalado que las proteínas que forman estos complejos pueden colocalizar, de manera que 
PREs  y  TREs  se  solapan,  al  menos  parcialmente  (Tillib  et  al.,  1999),  tal  como  revelan  las 




















































































































s  de  los  co
s situados a














,  en  la  que 
 al., 2012). 



















































































































































































































































































































































































Hairy  wing  (Su(Hw))  (Roseman  et  al.,  1993), Boundary  element‐associated  factor  of  32kDa  (BEAF) 
(Hart et al., 1997), GAGA factor (GAF) (Ohtsuki and Levine, 1998), Zeste‐White 5 (Zw5) (Gaszner et al., 
1999)  y CCCTC‐binding  factor  (CTCF)  (Moon et  al.,  2005).  Recientemente  se  han  identificado otras 
como Elba, formado por 3 proteínas, Elba1, Elba2 y Elba3 (Aoki et al., 2012), pita y zinc‐finger protein 
interacting with CP190 (ZIPIC) (Maksimenko et al., 2015). La caracterización de dos nuevas proteínas, 
Insulator  Binding  Factor  1  y  2  (Ibf1/Ibf2)  (Cuartero  et  al.,  2014)  se  realizó  en  parte  durante  el 
transcurso de esta tesis y el trabajo que yo realicé se explica en el apartado 2.1. de resultados .  
Sin  embargo,  solo  se  conoce una proteína  insulator  en  vertebrados,  CTCF  (Recillas‐Targa  et  al., 
2002), aunque ortólogos de proteínas insulators de Drosophila como GAF se han descrito (Lunyak et 
al., 2007, Matharu et al., 2010). Ninguna de estas proteínas han sido encontradas en levaduras ni en 
plantas,  y  solo  unos  pocos  nematodos  poseen  CTCF  (Heger  et  al.,  2009).  TFIIIC  también  es 
considerada  proteína  insulator  (Van  Bortle  and  Corces,  2012,  Kirkland  et  al.,  2013),  y  es 
probablemente la más conservada entre eucariotas.  
Normalmente la unión de las proteínas a las secuencias insulators es necesaria pero no suficiente 
para  la  actividad  en  un  lugar  específico.  Varios  cofactores  son  requeridos  para  hacer  el  contacto 
físico,  así  como  para  anclarlas  a  estructuras  nucleares.  En  Drosophila,  se  han  caracterizado 
clásicamente  Modifier  of  mdg4  (Mod(mdg4))  y  Centrosomal  protein  of  190kDa  (CP190),  y 
posteriormente cohesinas y condensinas, que en diferentes combinaciones están presentes en todos 
los tipos de insulators.   
La  definición  de  insulator  (entendido  como  el  complejo  de  la  secuencia  de  DNA  junto  con  las 
proteínas) ha  ido evolucionando con el  tiempo, pasando de  ser unos elementos bloqueadores  con 
efectos a nivel local a tener relevancia a nivel de organización genómica y cromosomal. La hipótesis 
inicial  de  que  los  insulators  organizan  la  cromatina  a  través  de  loops  deriva  de  la  necesidad  de 
proveer  un mecanismo  que  explique  cómo  sus  dos  funciones  clásicas  se  pueden  desarrollar  en  el 
núcleo  (Corces,  1995).  Se  ha  dejado  de  ver  a  los  insulators  como  un  obstáculo  para  la  expresión 
génica, ya que tanto pueden favorecer como dificultar la transcripción, en función del contexto en el 
que  se  encuentran.  Un  estudio  con  transgenes  en  Drosophila  confirmó  que  la  presencia  de  una 
secuencia  gypsy  entre  enhancer  y  promotor,  o  cuando  el  promotor  estaba  flanqueado  por  dos 
insulators,  bloqueaba  la  comunicación  entre  ellos.  En  cambio,  cuando  había  dos  secuencias  entre 
ambos se formaba un  loop entre los  insulators que acercaba el enhancer al promotor, facilitando la 
activación  (Muravyova  et  al.,  2001).  La  regulación  génica  a  través  de  la  formación  de  bucles  fue 
posteriormente confirmada en mamíferos, donde al eliminar CTCF se producía una reducción de los 
loops  en el  gen de β‐globina  en  ratón  (Splinter et al., 2006), mientras que  la  adición de una copia 
ectópica  en  el  mismo  gen  en  células  humanas  inducía  la  formación  de  otros  alternativos  que 
afectaban a  la  comunicación entre enhancer  y promotor del  gen  (Hou et  al.,  2008).  Se piensa que 
cohesinas y condensinas ejercen su mecanismo de acción a la hora de participar en los loops gracias a 





El  estudio  de  la  regulación  del  gen Abdominal‐B  (apartado  2.1.2.)  ha  permitido  profundizar  en 
esta  función  de  los  insulators.  Son  capaces  de  organizar  la  estructura  de  la  cromatina  de  toda  la 
región reguladora a través de contactos lejanos entre los elementos y la región promotora de Abd‐B. 
Se ha visto que el insulator del Fab7 está en contacto con el del Fab8, así como con el promotor del 






Los  contactos  mediados  por  los  insulators  no  solo  facilitan  o  dificultan  la  comunicación  entre 








Aunque  inicialmente  se  había  propuesto  un  papel  clave  de  los  PRE  del  BX‐C  para  mediar  el 
silenciamiento génico mediante contactos  (Lanzuolo et al., 2007) diversos análisis  funcionales y de 
interacción  muestran  que  los  contactos  son  independientes  de  ellos,  y  que  se  realizan  gracias  a 
proteínas  insulators.  En  un  estudio  se  observó  que  el  insulator  Fab7  estaba  en  contacto  con  el 
promotor  del  gen  Abd‐B    cuando  estaba  silenciado  (Cleard  et  al.,  2006),  y  años  más  tarde  se 
demostró  la  labor  que  desempeñan  los  insulators  para  mantener  el  silenciamiento  génico.  La 
asociación de dos dianas de proteínas PcG como son  los elementos reguladores de Mcp y Fab7 no 
dependía  de  PREs.  Las  interacciones  entre  copias  lejanas  de  los  mismos  eran  mediadas  por  los 
insulators situados  junto a  los PREs en  las regiones reguladoras, y no de  los propios PREs, como se 







regiones hipersensibles a nucleasas de  la  secuencia que  flanqueaba el gen c‐myc de pollo. Cuando 




Posteriormente,  ya  fue  caracterizada  como  proteína  insulator,  comprobándose  su  actividad 
enhancer‐blocking  en algunos insulators de vertebrados. Un ejemplo es el locus β–globina de pollo. 
Tras descubrirse que esta  región podía bloquear  la  actividad del enhancer  (Chung et  al.,  1993),  se 
identificó en él la secuencia responsable de esta función. Demostraron que era el sitio de unión para 
CTCF,  y  que  precisamente  la  unión  de  esta  proteína  a  esta  secuencia  era  necesaria  para  que 
desempeñara  la actividad  (Bell et al., 1999). Posteriormente, a  través de tecnología 3C, se observó 
que CTCF ayudaba a la formación de loops que abarcaban elementos como el gen β–globina y el LCR 
(Splinter et al., 2006). Estos sitios de β–globina quedaban reposicionados tras la formación del  loop 
de  tal  manera  que  se  bloqueaba  la  comunicación  entre  el  enhancer  y  el  promotor  del  gen  y  la 
transcripción génica se  reprimía. De hecho, ya previamente habíamos señalado  la  importancia que 
tiene  la  formación  de  bucles  por  parte  de  CTCF  en  mamíferos  para  organizar  la  estructura  del 





enhancer‐blocking  se  comprobó  que  era  esencial  para  el  funcionamiento  del  Fab8  (Moon  et  al., 
2005). De hecho, se ha detectado que  junto con CP190 se encuentra unido a seis de  los  insulators 
que  separan  los  dominios  del  complejo  Bithorax.  Su  falta  provoca  fenotipos  de  transformaciones 




Mediante  ChIP‐seq  en  células  Kc  se  observó  que  los  extremos  de  los  dominios  silenciados  que 
contienen H3K27me3 se encontraban enriquecidos en CTCF. De acuerdo a su actividad clásica como 
barrera, su función en estos dominios sería la de mantener la estructura de la cromatina impidiendo 
la  expansión  de    la  heterocromatina  (Bartkuhn  et  al.,  2009).  Sin  embargo,  la  disminución  de  la 
proteína  provocaba  una  depleción  de  la  marca  silenciadora  dentro  de  los  propios  dominios  sin 
producirse un aumento fuera de ellos. Los niveles de H3K27me3 estaban específicamente reducidos 









A  pesar  de  que  CP190  fue  descubierta  por  su  papel  en  los  centrosomas  (Kellogg  and  Alberts, 




cromosomas  politénicos  en  un  gran  número  de  sitios  (Whitfield  et  al.,  1995).  De  hecho,  su  papel 
como insulator ha sido estudiado de manera amplia y detallada.  
 




proteínas  pudieran  bloquear  la  comunicación  entre  los  elementos  reguladores,  y  que  se  asociaba 
físicamente  a  ambas  proteínas,  colocalizando  con  ellas  en  cromosomas  politénicos.  No 




Posteriormente,  mediante  immunolocalización  en  politénicos  y  coimmunoprecipitación  de  la 
cromatina se observó que también interaccionaba con otra proteína insulator, CTCF, y se confirmó la 
presencia de ambas en los insulators del complejo Bithorax como hemos señalado (Gerasimova et al., 
2007, Mohan  et  al.,  2007).  CTCF  también  se  encuentra  en  los mismos  insulator bodies  en  los  que 
están  CP190,  Su(Hw)  y Mod(mdg4).  Sin  embargo,  no  interacciona  con  Su(Hw)  ni  con Mod(mdg4) 
como  se  observa  en  cromosomas  politénicos,  que  aunque  comparten  algunos  sitios  de  unión, 
difieren  en  su  distribución.  De  hecho,  la  carencia  de  estas  proteínas  no  impide  que  CTCF  siga 










importancia  de  CP190  como  responsable  de  las  funciones  que  desempeñan  estas  proteínas  se 
comprobó  mediante  tratamiento  con  ecdisona,  que  altera  la  expresión  de  algunos  genes. 
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las  cohesinas.  Esta  región  contenía  sitios  de  unión  para  ellas  y,  sorprendentemente,  la  falta  de 
cohesinas aumentaba la expresión del gen de igual manera que lo hacía la ausencia de CTCF (Wendt 
et al., 2008), confirmando que eran necesarias para la actividad enhancer‐blocking del ICR. 
En Drosophila  no  hay  colocalización  entre CTCF  y  el  complejo  de  las  cohesinas  (Holohan et  al., 
2007)  como  ocurre  en  mamíferos.  Sin  embargo,  sí  que  colocaliza  con  otra  proteína  insulator, 
concretamente con CP190  (Bartkuhn et al., 2009), en sitios donde el cofactor no se encuentra con 
CTCF. Las primeras evidencias de que las cohesinas controlan la expresión de genes y el desarrollo en 
metazoos provienen de estudios en el  gen cut  de Drosophila.  Se  vio que  la mutación de Nipped‐B 
impedía la expresión de este gen, y mediante evidencias genéticas se postuló que esta proteína era 
crítica  para  la  comunicación  a  larga distancia  entre enhancer  y  promotor  (Rollins  et  al.,  1999).  Sin 




Mediante  análisis  de  ChIP‐ChIP  se  determinó  que  Nipped‐B  y  cohesinas  se  situaban 
preferentemente en sitios activos, y que estaban ausentes de los silenciados (Misulovin et al., 2008). 
El gen Abd‐B se está expresando en células Sg4. En esta línea celular, estas proteínas unen  Abd‐B y 
su  región  reguladora,  pero  no  otros  genes  del  BX‐C  silenciados  por  proteínas  PcG.  Se  vio  que  los 
fenotipos que causaba la ausencia de Pc podían ser revertidos mediante  la falta tanto de Nipped‐B 







de  las  cohesinas  en mamíferos  está  determinada  por  CTCF,  sugiere  la  posibilidad  de  que  diversos 
tipos de insulators ayuden a delimitar las regiones de unión de cohesinas, y que éstas contribuyan a 
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demostró  la  interacción  con  polyhomeotic,  una  de  ellas  (Lupo  et  al.,  2001).  Sin  embargo,  no  solo 
intervienen  en  el  silenciamiento  de  genes  de  acuerdo  a  su  papel  condensatorio  en  mitosis. 
Sorprendentemente, en   experimentos de position effect variegation  se observó que pueden tanto 
favorecer  como  inhibir  la  expresión.  Postularon que  las  condensinas  afectan  a  la  expresión  génica 
regulando  la  expansión  de  la  heterocromatina,  posiblemente  ejerciendo  su  acción  sobre  los 
insulators. Esto confirma que las condensinas son necesarias para mantener un patrón adecuado de 
expresión  génica  al  menos  en  determinadas  regiones,  independientemente  de  si  se  trata  de 
silenciamiento o activación (Cobbe et al., 2006). 
 






estadío  larvario.  Después  de  unas  60‐72  horas  se  convierte  en  pupa.  En  esta  fase  realiza  la 
metamorfosis para dar lugar a un individuo adulto. 








2.1. Regulación de genes homeóticos 
 
2.1.1. Genes homeóticos 
 
Los genes homeóticos o genes Hox son una familia de reguladores transcripcionales que controlan 











modificaciones  de  histonas.  Es  el  caso  de H3K27me3  en  los  genes  que  están  inactivos,  ya  que  las 
proteínas PcG están involucradas en su silenciamiento (Soshnikova and Duboule, 2009). De hecho, se 
ha visto que todos los genes Hox que no se expresan están agrupados en el núcleo en los llamados 
Polycomb bodies, e  interaccionan entre ellos  independientemente de  la distancia,  incluso de si son 
del complejo de Antennapedia o del Bithorax (Bantignies et al., 2011). Su activación no solo implica la 
pérdida de esta marca, sino también un aumento de H3K4me3, quedando separados los genes que 
están activos de  los que se mantienen  inactivos en diferentes estructuras  topológicas  (Lanzuolo et 
al., 2007). 
 
2.1.2. El complejo Bithorax  
 
El  conjunto  de  genes  homeóticos mejor  estudiado  es  el  complejo  Bithorax,  que  se  sitúa  en  el 
cromosoma 3R y tiene un tamaño de más de 300kb. Está formado por 3 genes: Ultrabithorax (Ubx), 
abdominal‐A (abd‐A) y Abdominal‐B (Figura 14), que son los encargados de controlar la identidad de 
cada  uno  de  los  segmentos  que  forman  los  dos  tercios  posteriores  de  la  mosca.  Se  expresan  de 
manera  aditiva  en  el  eje  antero‐posterior  del  embrión,  lo  que  implica  que  en  los  segmentos 
posteriores se expresan los tres (Lewis, 1978, Celniker et al., 1989). Ubx se empieza a expresar en los 
segmentos posteriores del tórax, abd‐A en los primeros segmentos del abdomen y Abd‐B en la región 
trasera  del  abdomen.  Están  regulados  por  nueve  dominios  puestos  en  el  mismo  orden  que  los 
segmentos que controlan. Los dominios abx/bx y bxd/pbx son responsales de la expresión de Ubx en 
los parasegmentos 5 y 6 respectivamente, que correspoden a los segmetos T3 y A1 en el adulto. Los 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































este proceso   son spookier (spok)(Ono et al., 2006), disembodied  (dib), shadow  (sad)(Warren et al., 
2002) y phantom (phm)(Warren et al., 2004). Además de las CYP450 hay otras enzimas que también 
contribuyen en la síntesis de la hormona tal como, neverland (nvd) (Yoshiyama et al., 2006), proteína 
oxygenase‐like,    noppera‐bo  (nobo)  (Enya  et  al.,  2014)  que  pertenece  a  la  familia  glutathione  S‐
transferase  y  shroud  (sro)(Niwa  et  al.,  2010),  que  forma  parte  de  las  proteínas  de  short  chain 
dehydrogenase/Reductase.  
 
La  regulación  de  la  expresión  de  estos  genes  se  conoce  solo  parcialmente.  Se  sabe  que  los 
ecdisteroides están implicados en feedbacks para regular su propia síntesis (Gilbert et al., 2002), pero 
además  se  ha  visto  que,  en Drosophila,  la  afectación  de  algunos  genes,  por  ejemplo ecdysoneless 
(ecd),  giant  (gt),  lethal(3)dre4  (dre4)  o without  children  (woc),  llevan  a  bajos  niveles  de  algunos 
ecdisteroides (Garen et al., 1977, Schwartz et al., 1984, Sliter and Gilbert, 1992, Wismar et al., 2000), 
sugiriendo que la regulación transcripcional de los genes implicados en la vía es clave en el proceso. 
Diversos  estudios  han  confirmado  que  los  reguladores  transcripcionales  tienen  un  efecto  en  la 
producción  de  ecdisona.  El  primer  ensayo  fue  realizado  en  Drosophila  (Parvy  et  al.,  2005),  y  se 
investigó la contribución de Dmhftz‐f1 (proteína relacionada con la metamorfosis y que es ortóloga 
de  la  proteína de  vertebrados Steroidogenic  Factor  1  (SF1)  que  favorece  la  transcripción de  genes 
relacionados directa o indirectamente con la síntesis esteroidea (Val et al., 2003)). Demostraron que 
la  falta de  la proteína producía una disminución de  la  transcripción de  los  genes dib  y phm  en  los 
momentos en que se debieran expresar. Esto confirmaba que algunos  factores  transcripcionales, y 
no solo los feedbacks producidos por las propias hormonas, estaban involucrados en esta regulación. 






la  expresión de  los  genes Halloween.  Años más  tarde  se  caracterizaron  los  elementos  reguladores 
necesarios para la expresión de phm y dib en la PG de Drosophila, incluyendo el promotor de phm así 





Se ha  continuado  investigando  la participación de  factores de  transcripción en  la biosíntesis de 
ecdisona,  y  un  análisis  reciente  ha  demostrado  que  la  proteína  Ventral  veins  lacking  (Vvl)  y  el 
receptor  nuclear  Knirps  (Kni)  desempeñan  funciones  esenciales  en  la  PG  durante  el  desarrollo 
larvario (Danielsen et al., 2014). Se ha visto que, en la PG, ambas son capaces de unirse a elementos 
que favorecen la expresión de genes implicados en la síntesis de ecdisona como phm, dib y spok para 
controlar  de  esta  manera  su  expresión.  Sin  embargo,  la  falta  de  estas  proteínas  no  implica  la 
disminución  de  la  expresión  de  otros  genes  de  la  vía  como  nvd.    También  han  mostrado  que  el 





son necesarias para mantener  las señales transmitidas a  la PG por  las vías de insulina/TOR o PTTH, 
concluyendo  que  tanto  Vvl  como  Kni  pueden  regular  la  vía  de  síntesis  de  la  ecdisona  de manera 
directa  (a  través  de  los  genes  Halloween)  e  indirecta  (por  estas  dos  vías  que  acabamos  de 
mencionar). 
 








por  primera  vez  por   Nishimune  y  sus  colaboradores  (Tanaka  et  al.,  1999)  como una proteína  con 
capacidad  de  unión  al  DNA,  actividad  kinasa  sobre  serinas  y  treoninas  e  implicada  en  la 
diferenciación celular. 
Su secuencia de aminoácidos muestra varios motivos conocidos (Tanaka, Yoshimura et al. 1999) 
como  el  de  las  proteínas  con  actividad  kinasa  (aunque  solo  tiene  3  de  los  12  subdominios  kinasa 
conservados) y contiene muchos sitios susceptibles de ser dianas de proteínas kinasas.  
Según la base de datos OrthoDB, se trata de una proteína conservada en diferentes especies. Su 
dominio  C‐terminal,  el  que  posee  la  actividad  kinasa,  tiene  gran  homología  entre  Drosophila 
melanogaster,  Caenorhabditis  elegans,  Arabidopsis  thaliana,  Schizosaccharomyces  pombe, 













Además  de  fosforilarse  a  sí  misma,  hasta  ahora  solo  se  conoce  un  sustrato  de  esta  kinasa,  la 
treonina  en  posición  3  de  la  histona  H3,  H3T3ph,  aunque  recientemente  se  han  propuesto  otros 
posibles sustratos de la proteína (Maiolica et al., 2014). La fosforilación de la propia proteína solo se 
produce durante la mitosis. A pesar de la poca detección de H3T3 durante  interfase, se observa en 
células que  están en  la última  fase de G2  con un patrón puntuado, uniéndose a  los brazos de  los 
cromosomas. En mitosis se concentra también aquí, en centrosomas y en el spindle, pero sobre todo 
en regiones centroméricas (Dai et al., 2005).  
La  actividad  de  Haspin  está  mucho  más  incrementada  durante  mitosis,  hecho  que  se  explica 
porque  la  proteína  presenta  un  dominio  básico  inhibitorio  (HBIS)  que  es  capaz  de  autoinhibir  el 




mitosis.  De  hecho,  desde  el  comienzo  de  su  estudio  se  propuso  que  su  dominio  kinasa  estaba 
siempre activo ya que su sitio de activación presenta una composición característica que provoca que 
sea  constitutivamente  activo  (Higgins,  2001,  Villa  et  al.,  2009,  Higgins,  2010).  Además,  esto  fue 
demostrado porque la sobreexpresión de la proteína generaba la fosforilación de H3T3 durante todo 
el ciclo celular (Dai et al., 2005). 
En  un  estudio  con  células  humanas  se  observó  que  la  carencia  de  Haspin  impedía  la  correcta 
alineación de los cromosomas en mitosis, produciéndose una acumulación de células en prometafase 
y una disminución en anafase y telofase. La sobreexpresión de la proteína no afectaba a la progresión 
del  ciclo  en  interfase  ni  a  la  entrada  en mitosis,  pero  sí  a  su  progresión,  como  se  detectó  por  la 
acumulación  de  células  en  profase/prometafase  y  la  disminución  en  anafase/telofase,  con  el 
consiguiente  retraso  para  entrar  de  nuevo  en  G1.  Estos  resultados  señalaban  la  importancia  de 
mantener  los niveles de Haspin dentro de unos  límites para  la correcta progresión del ciclo celular 
(Dai et al., 2005). Posteriormente se afirmó que Haspin era necesaria para la localización de Aurora B 








alcanzada  la  metafase,  en  presencia  de  inhibidores  de  Haspin  o  Aurora  B  se  producía  una  salida 







Se detectó que  la  falta de Haspin provocaba una disminución de  cohesinas en  los  cromosomas,  lo 






mantenimiento  una  vez  unidas  al  DNA,  probablemente  a  través  de  la  interacción  con  pds5.  
Yamagishi  describió  en  2010  que  pds5  interactúa  con  la  región  N‐terminal  de  Hrk1  (ortólogo  de 
Haspin en S. pombe), y que esta proteína es necesaria para la localización de Hrk1 y de la H3T3ph por 
todo  el  cromosoma,  pero  que  su  propia  localización  no  depende  de  Hrk1.  Además,  vio  que  la 
localización de pds5‐Hrk1‐cohesinas coincidía en  los sitios del cromosoma analizados  (Yamagishi et 
al.,  2010).  La  necesidad  de  PDS5  para  la  localización  de  H3T3ph  fue  también  confirmada  para 
mamíferos (Carretero et al., 2013).  
 




El  principal  objetivo  de  la  división  celular  es  la  transmisión  equitativa  del  material  genético 
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Pds5 para conseguir  la  cohesión de  las cromátidas hermanas.  La  liberación de  las cohesinas de  los 
brazos  en  profase  está  controlada  por  tres  factores:  Pds5  (Pds5  A/B  en  mamíferos),  que  une 
directamente las cohesinas; Wapl que  puede eliminar las cohesinas unidas a la cromatina abriendo 
el anillo e interactuando con Pds5; y Sororin, que compite con Wapl por los sitios de unión en Pds5, 
protegiendo de esta manera  las  cohesinas unidas. Aurora B  y Cdk1  fosforilan  Sororin  en múltiples 
sitios, disminuyendo su  interacción con Pds5, permitiendo así a Wapl unirse a  las cohesinas de  los 
brazos de  los cromosomas y eliminarlas. Además, Plk1 puede fosforilar directamente el complejo y 
promover  la  eliminación  de  las  cohesinas.  Mientras  que  Wapl  es  reclutada  a  los  brazos  de  los 
cromosomas,  las  cohesinas  centroméricas  están  protegidas  por  Shugosin.  El  hecho  de  que  Pds5 
reclute Haspin sugiere que el complejo de las cohesinas recluta indirectamente CPC, que mediante la 
fosforilación  de  Sororin  favorece  la  eliminación  de  las  cohesinas  de  los  brazos.  Sin  embargo,  CPC 
recluta a su vez Bub1 que fosforila H2AT120, marca reconocida por Sgo1, el cual protege la cohesión 






también  del  complejo  de  condensinas  en  la  regulación  de  la  correcta  segregación  de  los 
cromosomas.  En  el  momento  en  que  empieza  la  liberación  de  las  cohesinas  de  los  brazos  de  los 
cromosomas,  comienza  la  carga  progresiva  de  condensinas,  uniéndose  primero  condensinas  II  por 
NIPBL y Scc4. Mientras que  las condensinas  II  tienen una  localización nuclear a  lo  largo de  todo el 
ciclo celular, las condensinas I son citoplasmáticas en interfase, y entran en el núcleo tras la ruptura 
de la envoltura. CPC puede promover la compactación de los cromosomas cargando condensinas I a 
los brazos. Aurora B y Cdk1  las unen al DNA,  lo que culmina con  la  formación de  los  cromosomas 
metafásicos.  Este  proceso,  la  condensación  de  los  cromosomas,  es  un  prerrequisito  para  la 
separación final de las cromátidas, que se consigue mediante la total liberación de cohesinas. Al final 
de  la  anafase  la  inhibición  de  Cdk1  impide  la  asociación  de  condensinas  con  la  cromatina,  lo  que 
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parte  del  CPC  (Li  et  al.,  2004,  Sasai  et  al.,  2004).  En meiosis,  Haspin  también  recluta  al  CPC  para 
ejercer su función para regular la alineación de los cromosomas y la unión kinetocoro‐microtúbulos, 
así como la correcta actividad del SAC. No obstante, mientras que en mitosis la fosforilación de H3T3 
localiza en  centrómeros, durante metafase  I  la histona modificada está presente no  solo aquí  sino 
también por todo el eje entre las cromátidas (ICA,  interchromatid axis). Esta posición, específica de 
meiosis,  en  un  requisito  indispensable  para  que  CPC  se  sitúe  en  él,  y  pueda  controlar  la  correcta 
unión  kinetocoro‐microtúbulos.  De  hecho,  la  ausencia  de  Haspin  provoca  la  falta  de  CPC  en  este 
lugar.  Esta  deslocalización  altera  la  capacidad  de  los  oocitos  para  corregir  la  unión  incorrecta  de 









anafase  I  de  manera  prematura  a  pesar  de  que  los  cromosomas  no  estén  correctamente 
posicionados o la unión kinetocoro‐microtúbulo no sea la correcta. De hecho, en ausencia de Haspin, 
MAD1,  componente  principal  de  SAC,  no  es  capaz  de  unirse  a  los  kinetocoros  para  bloquear  la 
evolución del ciclo cuando la unión kinetocoro‐microtúbulo no es la adecuada (Wang et al., 2015). 
 
3.1.2.1. Dinámica de unión de cohesinas y condensinas al DNA 
 










SMC2  (componente  común  de  los  dos  complejos  de  condensinas)  comparte  la  localización  con 
Haspin en centrómeros y en los ejes de las cromátidas hermanas en metafase I (Lee et al., 2011), y la 
alteración de Haspin afecta a la presencia de SMC2 en los cromosomas de metafase I (Nguyen et al., 
2014).  Sin  embargo,  condensinas  I  y  condensinas  II  siguen  diferente  distribución  durante meiosis 
(Figura 20A). El primer grupo solo se aprecia en el núcleo a partir de metafase I en regiones próximas 
a  los centrómeros, y solo comienza a estar presente en  los brazos desde anafase  I, donde perdura 
hasta metafase II. En cambio, las condensinas II están presentes en el núcleo durante todo el ciclo y 
ya se detectan en los brazos desde metafase I, donde permanecen en el eje central de las cromátidas 





cohesión  entre  cromátidas  se  mantiene  intacta  y  protegida  de  una  proteólisis  prematura.  Sin 
embargo, en metafase  II se aprecian cromátidas hermanas separadas, sugiriendo que  la protección 
del  complejo  tras metafase  I  se  ve alterada por  la  falta de Haspin  (Lee et  al.,  2011, Nguyen et  al., 
2014).  
 




Así,  la  morfología  de  los  cromosomas  que  produce  la  alteración  de  Haspin  es  opuesta  a  la  que 
produce la pérdida y ganancia de condensinas II (Lee et al., 2011).  
 
Se ha visto un  retraso en  la  carga de condensinas  I  y    II  a  los  cromosomas en meiosis  respecto 
mitosis (Figuras 20A y 20B). ¿Qué es lo que lo provoca? La presencia simultánea en los cromosomas 
de  cohesinas  y  condensinas  es  generalmente  incompatible  en  ambos  procesos,  y  una  diferencia 
fundamental es la gran cantidad de cohesinas que permanecen entre las cromátidas hermanas desde 
prometafase  I  hasta  metafase  I  en  meiosis.  Puede  que  su  presencia  se  contraponga  a  la  de  las 
condensinas II, enlentenciendo su carga y acción. Respecto a condensinas I, el retraso es aún mayor, 
y  solo  pueden  unirse  a  los  brazos  a  partir  de  metafase  I,  una  vez  que  las  cohesinas  ya  no  se 
encuentran ahí.   A pesar de  las diferencias en  la dinámica de cohesinas y condensinas en mitosis y 
meiosis, se aprecian ciertas similitudes, como el orden de unión de los complejos de condensinas al 
DNA  (primero  las  condensinas  II  y  posteriormente  las  condensinas  I)  y  que  en  ambos  procesos 





























































































































Estamos  interesados  en  los  factores  y  mecanismos  involucrados  en  la  organización  de  la 


























































































































pET‐Haspin  Hemos  insertado  la  región  N‐terminal  de  Haspin  para 
expresar  la  proteína  con  un  tag  de  histidinas  y  purificarla 
para hacer anticuerpo. 
pUASattB‐cDNAHaspin  Hemos  insertado  el  cDNA  de  Haspin  tras  el  promotor  UAS 
para hacer una línea transgénica. 
pUASattB‐cDNAHaspin‐HA  Hemos  insertado el  cDNA de Haspin  junto al  tag HA  tras el 
promotor UAS para hacer una línea transgénica. 
pattB‐PROM‐cDNAHaspin  Hemos  insertado  el  promotor  y  el  cDNA  de  Haspin  en  un 
plásmido attB para hacer una línea transgénica y la mutación 
del dominio kinasa. 
pattB‐PROM‐cDNAHaspin H20A  Hemos  insertado  el  promotor  y  el  cDNA  de  Haspin  con  el 
dominio kinasa mutado en un plásmido attB para hacer  una 
línea transgénica. 
pattB‐PROM‐cDNAHaspin K282M  Hemos  insertado  el  promotor  y  el  cDNA  de  Haspin  con  el 
dominio kinasa mutado en un plásmido attB para hacer  una 
línea transgénica. 
pUASattB‐cDNAHaspin H20A‐HA  Hemos  insertado el  cDNA de Haspin  con  el  dominio  kinasa 
mutado  y  el  tag HA  tras  el  promotor  UAS  para  hacer    una 
línea transgénica. 
pUASattB‐cDNAHaspin K282M‐HA  Hemos  insertado el  cDNA de Haspin  con  el  dominio  kinasa 







































Tabla	 3.	 Lista	 de	 anticuerpos	 primarios	 utilizados.	 Se	 indica	 el	 animal,	 título	 y	 técnica	 en	 la	 que	 ha	 sido	
















Tabla	4.	Lista	de	anticuerpos	secundarios	utilizados.	 Se	 indica	 la	 técnica,	 título	 y	 origen.	WB:	Western	Blot.	
Imm:	immunolocalización.	
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1.6.  Líneas celulares 
 














2.1. Mantenimiento de cultivos celulares  
Crecemos  las  células  S2  a  25ºC  sin  CO2  con  medio  Schneider’s  insect  Medium  (Sigma) 
suplementado con 100μl/mL de estreptomicina (Gibco), 100 unidades/mL de penicilina (Gibco) y un 
10%  de  suero  fetal  bovino  (FBS)  (Gibco),  el  cual  se  ha  de  inactivar  30  minutos  a  56ºC.  Las 
mantenemos en flascones Corning de 25cm2 a una densidad de 1‐8X106 células/mL en un volumen de 
5mL, haciendo diluciones 1/5 cada 3‐4 días. Para obtener grandes cantidades de células, preparamos 
un  flascón  de  125cm2  haciendo  una  dilución  1/5  en  un  volumen  final  de  25mL  a  partir  de  células 
bastante confluentes, y las dejamos crecer durante 3‐4 días. 
2.2. Técnicas de manipulación de D. melanogaster 
2.2.1. Ensayo enhancer-blocking 
 
Mediante esta técnica podemos detectar si una proteína presenta la actividad característica de los 




basal  (Figura  21,  tercer  panel).  Si  una  proteína  es  necesaria  para  la  función  de  dicho  insulator,  la 
carencia  de  la  misma  hará  que  no  pueda  funcionar,  por  lo  que  la  expresión  del  gen  se  verá 
incrementada gracias a que el enhancer sí podrá actuar sobre el promotor (Figura 21, cuarto panel).  
Para  realizar  el  ensayo  tenemos  varias  líneas  transgénicas  en  las  que  hay  insertada  una 
construcción con enhancer y promotor del gen reporter white, y entre ellos un insulator diferente en 




control  y  en  paralelo  con  mutantes  de  la  proteína  y  comparamos  el  color  de  los  ojos  de  los 
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ser  100%  viable.  Comparando  el  valor  obtenido  con  el  previsto,  podemos  conocer  si  la  proteína 
afecta a la viabilidad o no. 
 







2.2.6. Estudio del tiempo de desarrollo 
 
Para  realizar  los  experimentos  de  retraso  en  el  desarrollo  con  larvas  de  exactamente  la misma 
edad, hacemos puestas en placas de  agar  con  zumo de manzana durante dos horas.  Las  larvas de 
primer estadío, que están sincronizadas, las colocamos en medio estándar con levadura a 25ºC.  
Para  los análisis del  tiempo de desarrollo, ponemos 30  larvas por  tubo y evaluamos el paso de 
larva en estadío II a III así como la pupación, de manera periódica. 
Para comprobar cambios en el desarrollo producidos por la alimentación procedemos de la misma 
manera,  y  la  alimentación  la  hacemos  añadiendo  20‐hidroxiecdisona  a  una  concentración  de 
0.33mg/ml en etanol y/o colesterol a 0.35mg/ml. Las larvas control las alimentamos con etanol. 
 
2.3. Técnicas de trabajo con DNA 
 
2.3.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Las  PCR  clásicas  las  hacemos  con  unas  condiciones  estándar,  a  las  que  realizamos  algunas 
variaciones  en  función  de  los  oligonucleótidos  empleados  (aumentando  o  disminuyendo  la 
temperatura  de  hibridación,  y  en  algún  caso  variando  ligeramente  la  cantidad  de  magnesio)  o 
cambios según la largura del amplicón (aproximadamente 1kb por minuto de elongación). 
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2.3.2. Transformación de células competentes 
 
Incubamos  las  células  competentes  con  10μl  del  producto  de  ligación  durante  30  minutos  en 
hielo.  Realizamos  un  choque  térmico  en  un  baño  a  42ºC  durante  2  minutos  y,  seguidamente, 
añadimos  400μl  de medio  LB  sin  ningún  tipo  de  antibiótico  y  lo  incubamos  durante  30 minutos  a 










2.3.3. Minipreparación de DNA plasmídico 
 




dejamos  en  hielo  durante  cinco minutos.  Adicionamos  150μl  de  acetato  de  sodio  3M,  agitamos  y 
dejamos  en  hielo  cinco  minutos  más.  Centrifugamos  cinco  minutos  a  14000rpm  y  pasamos  el 
sobrenadante  a  un  eppendorf  nuevo.  Añadimos  450μl  de  fenol/cloroformo,  vorteamos  y 
centrigufamos 2 minutos a 14000rpm. Recuperamos la fase acuosa (superior) y le añadimos 1mL de 
etanol  frío.  Invertimos  dos  o  tres  veces  y  centrifugamos  5  minutos  a  14000rpm.  Quitamos  el 
sobrenadante y  lavamos el pélet  con 300μl de etanol 70%. Centrifugamos 3 minutos a 14000rpm, 















2.3.4. Maxipreparación de DNA plasmídico 
 








Incubamos  la  mezcla  resultante  a  37ºC  durante  30  minutos  y,  justo  después,  a  95ºC  durante  3 








2.3.6. Extracción de DNA genómico de glándulas salivares   
 
Diseccionamos 20 glándulas salivares y  las ponemos en 300μl de  tampón de disección en hielo. 
Tras  30  minutos,  añadimos  100μl  de  stop  mix.  Lo  mezclamos  durante  5  minutos  a  temperatura 
ambiente. Añadimos 20μg de proteinasa K y digerimos durante 2 horas a 45ºC. Extraemos el DNA 




















2.3.7. Cuantificación del tamaño de los núcleos de glándulas salivares   
 
Preparamos  muestras  de  glándulas  salivares  (apartado  2.4.5.3.).  Tomamos  las  fotos  en  el 
microscopio confocal Leica TCS SP2‐AOBS con el objetivo de 63X haciendo siempre el mismo grosor 
de  cortes.  Una  vez  tenemos  las  fotos,  sumamos  el mismo  número  de  cortes  entre muestras  que 
queremos comparar y delimitamos el área de los núcleos marcados con DAPI. Calculamos el área de 
esta  señal  con  el  programa  Fiji.  Para  representar  comparaciones  entre  diferentes  muestras, 
utilizamos el programa GenePattern para realizar una gráfica Box Plot. 
 
2.4. Técnicas de trabajo con RNA 
 
2.4.1. Extracción de RNA 
 
En caso de hacer la extracción de larvas enteras o glándulas protorácicas, la realizamos a partir de 







acuosa  y  añadimos  un  volumen  de  solución  RLT  y  2%  de  β‐mercaptoetanol,  continuando  la 
purificación  con  el  kit RNAeasy miniKit de Qiagen. Al  finalizar,  calculamos  la  cantidad  extraída  en 
nanodrop 1000 3.7 aplication UV‐Vis, absorbancia a λ=260nm. 
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La  retrotranscripción  se  hace  con  el  kit  Transcriptor  First  Strand  cDNA  Synthesis  de  Roche. 
Utilizamos 1μg de RNA, oligo‐dT (que se une a todos los RNA poli‐A) o bien oligo‐random (que no se 
une  a  las  poli‐A  sino  de  manera  aleatoria  en  diferentes  zonas  del  RNA),  2.5μM,  tampón  de 
transcripción  a  1X,  inhibidor  de  RNAsa  20U,  una  mezcla  de  dNTP  1mM  y  10U  de  la  enzima 





en  un  volumen  de  10μL:  2μL  de  cDNA,  0.5μL  de  cada  primer,  5μL  de  SybrGreen  y  2μL  de  H2O. 
Realizamos  las  reacciones  de  PCR  con  2  réplicas  técnicas  y  varias  réplicas  biológicas.  Ponemos  las 
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2.4. Técnicas de trabajo con proteínas 
2.4.1. Extracción proteica 
 
Si extraemos proteínas de cerebro de larva, diseccionamos 20 larvas en estadío III y aislamos los 














de una matriz  apiladora,  al  4% de acrilamida,  y una  separadora  al  10%  (en  función del  peso de  la 





























2.4.3. Western Blot 
 
Una vez hemos separado las proteínas con un gel de acrilamida (SDS‐PAGE), las transferimos del 
gel  a  una membrana  de  nitrocelulosa  durante  1  hora  a  4ºC  a  100V  en  tampón  de  transferencia. 
Después  bloqueamos  la membrana  con  PBS‐tween  0.1%‐leche  10%  durante  al  menos  una  hora  a 
temperatura ambiente. A continuación incubamos con el anticuerpo primario diluido en PBS‐tween 
0.1%‐leche  5% durante  toda  la  noche  a  4ºC.  Se  hacen  tres  lavados  de  10 minutos  con  PBS‐tween 
















2.4.4. Obtención y purificación de anticuerpos 
 






pocas  horas  de  inducción  la  proteína  que  queremos  expresar  puede  constituir  más  del  50%  del 
contenido proteico total bacteriano.  
Expresamos  el  extremo  amino‐terminal  de  Haspin  (desde  el  aminoácido  18  que  codifica  la 
metionina  para  el  inicio  de  la  transcripción  hasta  el  de  la  posición  334)  fusionado  a  una  cola  de 






presentan  entre  ellas  en  su  dominio  catalítico,  en  el  extremo  C‐terminal.  Por  ello,  contruimos  el 
plásmido de expresión pET‐Haspin y expresamos la proteína de fusión recombinante en la cepa BL21. 
 
Pruebas de expresión 
 
Primero hacemos una prueba de expresión a pequeña escala para encontrar  las condiciones de 
inducción  más  adecuadas.  Entonces,  tras  transformar  la  cepa  BL21  con  el  plásmido  pET‐Haspin 
inoculamos  3  cultivos  de  4mL  de  LB/kanamicina  50μg/mL  /cloramfenicol  25μg/mL  con  3  colonias 
aisladas  y  los  dejamos  crecer  a  37ºC  durante  toda  la  noche.  Al  día  siguiente  usamos  200µL  para 
reinocular minicultivos nuevos,  los dejamos crecer a 37ºC hasta que alcanzan una DO600 de 0.6‐0.8. 
Entonces inducimos la expresión con IPTG 1mM. Cogemos alícuotas de 400µL justo antes de inducir 
el  cultivo,  y  1,  2  y  3  horas  después.  Las  centrifugamos  durante  1  minuto  a  9000rpm,  las 
resuspendemos en 100µL de tampón de carga PLB 5X y un 10% de β‐mercaptoetanol y, finalmente, 
sonicamos  durante  5  segundos.  A  continuación  analizamos  25µL  de  cada  una  de  las  alícuotas  por 
SDS‐PAGE (ver apartado 2.4.2.). 
 
Expresión a gran escala 
 
Una  vez  determinadas  las  condiciones  de  expresión  procedemos  a  la  producción  de  grandes 
cantidades  del  extremo  N‐terminal  de  Haspin  fusionado  con  una  cola  de  histidinas.  Volvemos  a 
transformar  en  la  cepa  BL21  con  el  plásmido  pET‐Haspin  e  inoculamos  un  cultivo  de  4mL  de 
LB/kanamicina 50μg/mL / cloramfenicol 25μg/mL con 3 colonias aisladas y lo dejamos crecer a 37ºC 
durante toda la noche. Al día siguiente lo añadimos a 500mL de LB y lo dejamos crecer a 37ºC hasta 
una DO600  de  0.6‐0.8.  Entonces,  cogemos  una  alícuota  de  400µL,  inducimos  la  expresión  con  IPTG 
1mM y  lo dejamos a 37ºC durante 3 horas más. Cogemos otra alícuota de 400µL y  recogemos  las 
células  centrifugando  durante  10  minutos  a  4000rpm  en  el  rotor  JA‐14  (Beckman)  a  4ºC.  
Resuspendemos  el  pélet  celular  en  100mL  de  STE    y  volvemos  a  centrifugar.  Congelamos  el 
sedimento celular obtenido en nieve carbónica y  lo guardamos a ‐80ºC durante toda la noche para 
facilitar la lisis. 
Al  día  siguiente  lo  resuspendemos  con  10L  de  tampón  de  lisis  y  lo  lisamos  sonicando  en  hielo 
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2.4.4.2. Obtención de anticuerpos policlonales 
 
Obtenemos  anticuerpos  policlonales  específicos  contra  el  extremo  N‐terminal  de  Haspin 
inyectando  la  proteína  recombinante  en  ratas.  Para  ello,  expresamos  la  proteína  de  fusión  en 
Eschericcia  coli  como  acabamos  de  redactar,  y  la  cargamos  en  un  gel  SDS‐PAGE  del  10%  de 
acrilamida, 20X20cm y un grossor de 1.5mm, usando como pozo un peine de los MiniProtean puesto 




un agujero con una aguja en  la base de este  tubo,  lo colocamos dentro de otro y centrifugamos a 







adyuvante  incompleto  (Sigma).  El  adyuvante  de  Freund  es  una  emulsión  de  aceite  mineral‐agua 
preparada con aceites no metabolizables que protegen el immunogén de una degradación acelerada. 
El  adyuvante  completo  se  diferencia  del  incompleto  por  la  presencia  de muramil  dipéptido  de  la 
bacteria  Mycobacterium  tuberculosis,  que  hace  que  se  incrementen  los  niveles  de  linfoquinas 
generando una respuesta immune primaria más corta. 
Unos 10 días después de la última immunización realiza sangrados durante tres días consecutivos. 
Para  procesar  la  sangre  extraída  de  las  ratas,  la  deja  reposando  durante  un  par  de  horas  a 
temperatura ambiente. Posteriormente centrifuga a 2000rpm durante 10 minutos a 4ºC y recoge la 
fase  superior que es  la  correspondiente al  suero. Añade azida  sódica a una  concentración  final de 
0.02%, alicuota, congela con nieve carbónica y guarda a ‐80ºC. 
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Finalmente,  comprobamos  la  especificidad  del  anticuerpo mediante Western  blot  con  proteína 
extraída de  cerebros  y  glándulas  salivares de moscas  control  (w‐)  y mutantes de Haspin  (Haspin86) 
(ver apartado 2.4.1.), sin obtener ninguna banda que parezca específica de la proteína. 
 
Purificación de anticuerpos por afinidad 
 








Para  comprobar  si  la  purificación  ha  funcionado  hacemos  un  Western  blot  con  la  proteína 














2.4.5.1. Cromosomas politénicos 
 
Diseccionamos  las  glándulas  salivales  de  larvas  en  estadío  III  en  tampón  Cohen,  en  el  que  las 
dejamos  entre  8  y  10 minutos.  Hacemos  6  larvas  por  preparación.  Quitamos  el  tampón  y  fijamos 
primero  con  la  solución  de  fijación  1,  durante  2 minutos  y  después  con  la  solución  de  fijación  2, 
durante  3  minutos.  Transferimos  las  glándulas  a  un  cubreobjetos  siliconizado  y  ponemos  un 
portaobjetos  por  encima.  Picamos  varias  veces  con  un  punzón  para  abrir  los  núcleos,  giramos  el 
portaobjetos  y  apretamos  fuerte  con  el  dedo.  Sumergimos  la  muestra  en  nitrógeno  líquido  y  le 
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quitamos el  cubreobjetos, dejándola en un  recipiente con PBS‐tween 0.05%. Hacemos  lavados con 
este  tampón  y  bloqueamos  dos  veces  de  20 minutos  con  PBS‐tween  0.05%‐BSA  2%.  Ponemos  el 
anticuerpo  primario  diluido  en  esta  solución  (cada  anticuerpo  requiere  su  propia  dilución)  con  un 
cubreobjetos por encima y se incuba toda la noche a 4ºC en una cámara húmeda. Hacemos 3 lavados 
de  5  minutos  con  PBS‐tween  0.05%,  y  ponemos  el  anticuerpo  secundario  diluido  en  PBS‐tween 
0.05%, a 1:400, durante   1 hora a temperatura ambiente, también en cámara húmeda. Finalmente 
























2.4.5.2. Squash de cerebros 
 
Diseccionamos  los  cerebros  de  larvas  en  estadío  III  en  medio  salino  0.07%  NaCl.  Utilizamos  6 
cerebros    por  preparación.  Incubamos  con  colchemida  a  5μg/μl  diluida  en  este  medio  durante            
2 horas, a oscuras, en cámara húmeda y a  temperatura ambiente. Hacemos un choque hipotónico 
con citrato de sodio al 0.05% durante 10 minutos, fijamos los cerebros con formaldehido al 3.7% en 
medio  fresco  durante  30  minutos.  Transferimos  la  muestra  a  un  cubreobjetos  siliconizado  que 
contiene  ácido  acético  al  60%    y  hacemos un  squash  como el  descrito  en  politénicos.  Finalmente, 
sumergimos en nitrógeno líquido.  
 
Tras  dos  lavados  de  10  minutos  con  PBS‐Tritón  1%,  bloqueamos  con  PBS‐Tritón  1%‐leche  1% 
durante  una  hora  a  temperatura  ambiente.  Después  incubamos  con  el  anticuerpo  primario  a  la 
dilución adecuada hecha en la solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC en cámara húmeda. 
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2.4.5.3. Discos imaginales de ala y glándulas salivares 
 
Diseccionamos  las  larvas  en  estadío  III  en  PBS  1X  y  las  fijamos  con  paraformaldehido  4%, 
incubando en agitación durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras 2 lavados con PBS‐Tritón 
0.3% bloqueamos durante 1 hora a temperatura ambiente con PBS‐Tritón 0.3%‐BSA 2%. Incubamos 
con el anticuerpo primario diluido en  la  solución de bloqueo a  la  concentración adecuada durante 
toda la noche a 4ºC en agitación. Al día siguiente hacemos dos lavados de 10 minutos cada uno con 
PBS‐Tritón 0.3% e  incubamos  con el  anticuerpo  secundario diluido 1:200 en esta  solución durante      
1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Lavamos una vez con PBS‐Tritón 0.3% y otras 2 con 
PBS.  Incubamos  durante  20  minutos  con  PBS‐DAPI.  Finalmente  montamos  las  preparaciones  con 
DAPI‐Mowiol. 
 






Partimos  de  dos  flascones  pequeños  de  células  S2  que  centrifugamos  cinco minutos  a  300g  y 
lavamos  con PBS 3  veces. Resuspendemos el pélet  con  tampón de  lisis,  vorteamos,  lisamos  con el 
dounce  B,  y  dejamos  30  minutos  en  la  rueda  a  4ºC  para  extraer  las  proteínas.  Centrifugamos             
10 minutos a 13200rpm a 4ºC. A  la  cantidad de extracto deseada por  immunoprecipitación  (IP)  le 
añadimos 3μl de anticuerpo y  lo dejamos  incubando a 4ºC en  la rueda durante toda  la noche. A  la 
mañana siguiente añadimos 50μl de proteína‐A‐sefarosa equilibrada con tampón de lisis y dejamos 
en la rueda a 4ºC durante dos horas. Después lavamos las bolas de sefarosa con tampón de lisis tres 
veces  centrifugando  entre  medio  1  minuto  a  3000rpm.  Finalmente  eluimos  añadiendo  PLB1X‐β‐
mercaptoetanol 2%, calentando 5 minutos a 95ºC y vorteando.  
 
Corremos  las  eluciones  de  cada  IP  en  un  gel  SDS‐PAGE  y  hacemos  un Western  Blot  utilizando 
como anticuerpo primario el de la proteína de interés que queremos saber si se encuentra en la IP de 
la proteína immunoprecipitada. Utilizamos como input una cantidad de extracto que corresponde al 
















2.4.7. Immunoprecipitación de cromatina (ChIP)  
 
Partimos de 1x108 células S2 por cada  IP que queramos hacer. Añadimos 1.8% de formaldehido 




minutos  a  1500g  a  4ºC. A  continuación  le  hacemos dos  lavados más  solo  con  TE,  para  finalmente 
resuspender en 4ml de TE con PMSF y SDS al 1%. Hacemos dos alícuotas de 2ml y sonicamos con un 
sonicador  bioruptor  a  máxima  intensidad  durante  25  minutos  a  ciclos  de  30  segundos  ON  y  30 
segundos OFF. Juntamos  los  lisados y añadimos Tritón, deoxicolato sódico y cloruro de sodio hasta 
conseguir un medio con la misma composición que RIPA. Incubamos 10 minutos en la rueda a 4ºC, 
centrifugamos  las  muestras,  y  con  la  cromatina  sonicada  que  se  encuentra  en  el  sobrenadante 
hacemos alícuotas de 0.5mL para immunoprecipitar, y guardamos un 10% como input.  
 
Incubamos  las muestras de  cromatina  crosslinkada  con proteína‐A‐sefarosa bloqueada  con BSA 
durante  2  horas  a  4ºC.  Eliminamos  las  bolas  de  sefarosa  y  añadimos  3μl  del  anticuerpo  que  nos 
interesa, dejándolo toda la noche en la rueda a 4ºC. A la mañana le ponemos de nuevo proteína‐A‐
sefarosa  durante  3  horas  a  4ºC  en  la  rueda,  y  posteriormente  limpiamos  estas  bolas mediante  5 
lavados  con  tampón RIPA, un  lavado con  LiCl  y dos  con TE.  Tanto de  las muestras  como del  input 




Finalmente obtenemos el DNA con  la  técnica de  fenol/cloroformo y  lo purificamos y  limpiamos 


































2.4.7.1. Secuenciación y análisis 
 
El DNA inmunoprecipitado con el anticuerpo que reconoce H3T3ph y la muestra input de control 
se  procesa  en  la  Functional  Genomics  Core  del  Institut  de  Recerca  Biomèdica  de  Barcelona,  y  se 
secuencia  en  la Next  Generation  Sequencing  Facility  del  Campus  Science  Support  (CSF)  en  Viena, 
Austria, para la realización de la técnica ChIP‐seq. Para ello se generan librerías a partir de 8.5ng de 
cada  una  de  las  muestras  una  vez  cuantificadas mediante  Qubit  DNA  HS  Assay  Kit  (Invitrogen)  y 
visualizada la distribución de tamaños de fragmentos del input mediante Bioanalyzer HS DNA (Agilent 
Technologies).  La  preparación  de  estas  librerías  se  realiza con el  kit  TruSeq  RNA  Sample  Prep  kit 
(Illumina) y el material generado se amplifica mediante PCR de 14 ciclos siguiendo las instrucciones 
de  la  casa  comercial.  Finalmente  se  lleva  a  cabo  un  control  de  calidad  de  las  librerías  generadas 
(Qubit DNA HS y Bioanalyzer HS DNA) para confirmar que tanto la concentración como el tamaño de 
las librerías generadas son adecuadas para la secuenciación. La modalidad de secuenciación utilizada 





primer  lugar  se  lleva a  cabo un análisis  general de  control de  calidad de  las muestras mediante el 
software  FastQC  v0.10  (1)  para  descartar  posibles  problemas  sistemáticos  en  la  secuenciación. 
Posteriormente se hace el alineamiento de los archivos FastQ al genoma de Drosophila melanogaster 
(UCSC  dm3)  mediante  Bowtie  v0.12.5  (Langmead  et  al.,  2009),  permitiendo  dos  mismatches,  y 









defecto).  Se  emplea  el  paquete  rtracklayer  v1.18.2  (Lawrence  et  al.,  2009)  para  generar  tracks  de 
señal normalizada IP/input a lo largo de todo el genoma. 
Para determinar los potenciales sitios de unión se utiliza también el paquete htSeqTools, usando 
la  función  enrichedRegions,  seleccionando  primero  aquellas  regiones  genómicas  cubiertas  por  un 
cierto  número  mínimo  de  secuencias  (utilizando  la  opción  minReads=10)  y  que  presentan  una 
acumulación significativa de secuencias en la muestra IP H3T3ph respecto a la muestra input (p‐valor 
ajustado mediante Benjamini‐Hochberg < 0.05).  
Dichas  regiones  enriquecidas  son  anotadas  al  genoma  de  referencia  UCSC  dm3  mediante  la 
función  annotatePeakInBatch  del  paquete  ChIPpeakAnno  (5).  Se  utiliza  esta  información  y  la 
distribución  general  normalizada  de  señal  IP/input  a  lo  largo  de  todo  el  genoma  para  estudiar  la 
colocalización de  las  regiones enriquecidas de H3T3ph con CP190/Ibf2  (Cuartero et al., 2014), RNA 
Polimerasa  II  S2/S5ph  (NCBI  GEO  GSE24115,  muestras  GSM593411  y  GSM593412),  H3K27me3 
(modENCODE ID 5136), Lamin (NCBI GEO GSE20313, muestras GSM509086 y GSM509086) y CapH2 
(NCBI  GEO  GSE54529,  muestras  GSM1318355  y  GSM1318356),  comparando  la  localización  e 
intensidad  de  la  señal  para  cada  muestra  mediante  las  funciones  regionsCoverage  y 
plotMeanCoverage  de  htSeqTools.  Finalmente,  se  estudia  el  grado  de  coincidencia  de  los  genes 
anotados en las regiones enriquecidas de H3T3ph con los 9 estados de la cromatina observados en la 
línea celular S2 (Kharchenko et al., 2011), y se lleva a cabo un análisis integrativo general de todas las 




(2) R  Core  Team  (2013).  R:  A  language  and  environment  for  statistical  computing.  R  Foundation  for 
Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3‐900051‐07‐0, URL http://www.R‐project.org/ 
(3) Martin Morgan and Hervè Pagès. Rsamtools: Binary  alignment  (BAM),  variant  call  (BCF),  or  tabix  file 
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2.5. Técnicas de trabajo con lípidos 
2.5.1. Tinción con Oil Red O 
 
Diseccionamos  la  glándula  protorácica  y  el  cerebro  de  larvas  en  estadío  III.  Los  fijamos  en 
paraformaldehido al 4% durante 20 minutos, los lavamos dos veces con PBS durante 10 minutos y los 
teñimos  con una  solución de Oil  Red O  al  0.06% en  isopropanol  durante  30 minutos.  Lavamos  las 
























































































































































































1.2. CTCF actúa en la vía de síntesis de ecdisona regulando la 




de  la  expresión  génica,  analizamos  los  niveles  transcripcionales  de  componentes  de  esta  vía  que 
actúan en diferentes pasos, como por ejemplo el receptor de ecdisona, E75B, uno de los genes que 
responden a esta hormona, PTTH, que es la hormona que inicia este proceso, o algunos de los genes 
Halloween,  necesarios  para  la  transformación  de  colesterol  en  ecdisona,  como  spookier  (spok)  y 
disembodied (dib).  
Extraemos  y  purificamos  RNA  de  larvas  control  (w‐)  y  CTCFy+6  en  diferentes  momentos  del 
desarrollo  larvario  (72, 96, 120 y 144 horas AEL) y,  tras retrotranscribirlo a cDNA, comparamos sus 
niveles mediante PCR cuantitativa. 
No observamos ningún cambio en el caso de EcR, y para E75B y PTTH lo único que percibimos es 
un  retraso  en  la  inducción  de  la  expresión  de  estos  genes.  Sin  embargo,  sí  que  se  aprecia  una 
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2. CARACTERIZACIÓN DE PROTEINAS QUE INTERERACTÚAN 
CON LA PROTEÍNA INSULATOR CP190 
2.1. Análisis funcional de Ibf1 e Ibf2 
 
2.1.1. Caracterización de Ibf1 e Ibf2 
 
En  el  laboratorio  se  analizó  la  composición  de  los  complejos  que  contienen  CP190  y  hemos 
identificado dos nuevas proteínas de función hasta el momento desconocida: Ibf1 e Ibf2. 
 Son proteínas  codificadas por dos  genes del  brazo derecho del  cromosoma 3,  y  se  encuentran 
uno al lado del otro. Se transcriben en sentidos opuestos y sus TSS están separados por 470pb.  
El gen Ibf1 (3R:5.084.691‐5.086.122)  tiene 958pb y genera un solo tránscrito con cuatro intrones. 












2.1.2. Ibf1 e Ibf2 son proteínas con actividad enhancer-blocking 
 
Queremos saber si estas proteínas, que forman un complejo estable con CP190, participan en la 
función  insulator    y  para  comprobarlo  hacemos  ensayos  de  actividad  enhancer‐blocking  con  los 
mutantes de los que disponemos. Ya que hemos observado en experimentos de ChIP‐seq que tanto 
Ibf1 como Ibf2 tienen una fuerte unión al insulator Fab8 del complejo Bithorax (Cuartero et al., 2014) 
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Con  estos  resultados  podemos  concluir  que  Ibf1  e  Ibf2  localizan  en  insulator  bodies  junto  con 
CP190,  y  que  ambas  proteínas  se  necesitan mutuamente  para  ello.  En  cambio,  la  localización  de 
CP190 no depende de las otras proteínas. 
 
2.2. Caracterización y análisis funcional de pita 
2.2.1. Características de pita 
 





Pita  da  lugar  a  una proteína nuclear  con  capacidad de unión  al  DNA  gracias  a  sus Zinc  fingers. 
Regula la replicación del DNA, y su falta produce hipercondensación de cromosomas y rotura de los 
mismos en células mitóticas. Su ausencia provoca una acumulación de células con un contenido en 
DNA  entre  2N  y  4N,  característico  de  un  aumento  de  células  en  fase  S,  en  tejidos  proliferativos  y 
también  afecta  a  la  endorreduplicación  en  glándulas  salivares.  Se  ha  descrito  como  factor  de 




ováricas,  con núcleos de  las células nodrizas anormales o ausentes, que conlleva  la muerte celular 
prematura (Laundrie et al., 2003). 
 
2.2.2. Pita forma parte del complejo  CP190-Ibf1-Ibf2 
 
En  primer  lugar  verificamos  la  interacción  entre  CP190  y  pita  mediante  ensayos  de 
coimmunoprecipitación  en  células  S2.  Immunoprecipitamos  la muestra  con  los  anticuerpos  contra 
CP190  y  pita,  y mediante Western  Blot    detectamos  pita  en  ambos  casos  (Figura  37A).  Por  tanto 
podemos concluir que CP190 y pita están en el mismo complejo. 
Una  vez  comprobada  la  interacción  con  CP190,  nos  preguntamos  si  forma  parte  del  mismo 








































































































































































































































3. NUEVAS PROTEINAS CON ACTIVIDAD INSULATOR: Haspin 
3.1. Identificación de Haspin como proteína insulator 
Para buscar nuevas proteínas con actividad  insulator  realizamos una mutagénesis en Drosophila 
mediante  inserción  de  un  elemento  P  y  analizamos  cada  una  de  las  líneas  obtenidas  buscando 
cambios  en  la  expresión  del  gen  reporter  white  en  ensayos  de  enhancer‐blocking,  utilizando  la 
construcción que contiene el insulator del Fab7 entre el enhancer y el promotor del gen white.  
 
El  elemento  P  es  un  transposón  muy  utilizado  en  Drosophila  como  mutágeno.  Para  evitar  la 
transposición  incontrolada  del  elemento  se  han  creado  líneas  transgénicas  que  contienen,  o  las 
secuencias  que  codifican  para  la  enzima  transposasa,  o  las  secuencias  necesarias  para  que  esta 
enzima  reconozca  el  elemento  y  pueda  escindirlo  y  reinsertarlo  de manera  aleatoria  en  cualquier 
otro lugar del genoma. De esta manera el salto y reinserción del transgén solo se da al cruzar las dos 









Haspin  es  una  proteína  conservada  en  eucariotas  (Higgins,  2001),  pero  no  ha  sido  hasta  el 
momento  estudiada  en Drosophila.  La  única  información  de  la  que  se  dispone  es  de  la  que  está 
recogida  en  la  base  de  datos  Flybase.  Según  la  información  que  aquí  hay  sobre  el  gen  Haspin, 
nombrado  con  el  símbolo Dmel\Haspin  (CG40080,  FBgn0046706),  fue  descrito  por  primera  vez  en 
Drosophila en 2001 por Manning y codifica para una proteína de localización nuclear, con actividad 
kinasa sobre serinas y treoninas. Tiene regiones no transcritas  tanto en el extremo 5´como en el 3´, y 
presenta  5  exones  y  4  intrones.  Solo  tiene un  tránscrito  de  1815 nucleótidos,  y  produce  un único 
polipéptido  de  566  aminoácidos.  Se  localiza  en  la  heterocromatina  del  cromosoma  2R, 
concretamente  2R:4014111..4049342.  La  proteína  forma  una  subfamilia  dentro  de  las  Ser/Thr 
kinasas, ya que presenta un dominio kinasa particular.  
El perfil de expresión temporal del gen, de acuerdo a lo publicado en FlyBase, varía desde niveles 




















































































































































































































































































































































































































































































































































	 sí	 afecta	 a	 l
e	representa	
8	(panel	inferi











































  a  cabo  en
diferentes 


















































das	 en	 cada	 i
zigosis.	B/	 Co












	 de	 ojos	 de	
magen	 con	m


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































A  en  esta  f
a línea, pero
tá descrito 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































  lo  largo  de
ericentromé
). 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































as en la 
Haspin dura


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































s	 en	 larvas	 c
lis	/	Wilcoxon
amos  el  pe








































En  el  laboratorio  estamos  interesados  en  los  factores  y  mecanismos  involucrados  en  la 
organización  de  la  cromatina  en  diferentes  dominios  y  su  participación  en  la  regulación  de  la 
expresión génica. 
Durante el desarrollo de esta tesis hemos abordado este estudio desde dos ópticas diferentes; por 




la  participación  de  las  proteínas  Ibf1,  Ibf2  y  Haspin  en  la  organización  de  la  cromatina  dentro  del 
núcleo en Drosophila. 
1. NUEVAS FUNCIONES DE PROTEÍNAS INSULATORS 
 
1.1. CTCF regula el tiempo de desarrollo en Drosophila 
 
Las  proteínas  con  actividad  insulator,  y  en  particular  CTCF,  juegan  un  papel  importante  en  la 
organización  de  la  cromatina  así  como  en  la  expresión  de  genes  durante  el  desarrollo,  tanto  en 
mamíferos  como  en  Drosophila  (Phillips  and  Corces,  2009,  Herold  et  al.,  2012).  Probablemente 
Drosophila sea el animal modelo más apropiado para el estudio de los mecanismos moleculares que 
regulan el desarrollo debido a sus drásticos cambios entre  los estadíos  larvarios y  la metamorfosis. 
Estas  transiciones  están  bajo  un  estricto  control  endocrino,  en  el  que  diversas  hormonas  y 






protorácica, donde ésta se produce, como  la  influencia ejercida por  la hormona protoracicotrópica 
(PTTH) o  la  insulina, o bien de dentro de  la propia glándula,  como  los  genes Halloween.    Además, 
puede que no esté  alterada  la  síntesis  sino  su  conversión en  la  forma activa o  la  respuesta de  los 
tejidos a la misma, procesos que tienen lugar una vez liberada la hormona de la PG. 
 










de  que  en  ausencia  de  PTTH  o  CTCF  los  fenotipos  observados  sean  los  mismos  (retraso  en  el 
desarrollo  pero  finalmente  se  realiza  la  pupación)  hemos  detectado  que  en  ausencia  de  CTCF  los 
niveles de expresión de PTTH no disminuyen, y que la expresión de su receptor (Torso) (Rewitz et al., 
2009) es  independiente de CTCF. De hecho, cuando quitamos específicamente CTCF en  la glándula 
protorácica  la  expresión de PTTH  incluso aumenta.  Estudios  fisiológicos  confirman  la  existencia de 
feedbacks tanto positivos como negativos con influencia en la síntesis de ecdisona en la PG. Si todos 
los  cambios que  se producen  tras  la esteroidogénesis están predeterminados, es  razonable pensar 
que la producción y liberación de PTTH está influenciada por este tipo de control. No obstante, esta 
posibilidad  no  ha  sido  estudiada  a  nivel  molecular,  ya  que  en  ninguno  de  estos  feedbacks  se  ha 
involucrado a PTTH como  factor que participe en el proceso (Yamanaka et al., 2013), por lo que no 




factores,  sobre  todo  nutricionales  que  reflejan  el  estado  metabólico  general  de  la  larva,  actúan 
directamente sobre la glándula protorácica para controlar la síntesis de ecdisona y, en consecuencia, 
el  desarrollo.  Se  ha  confirmado  la  participación  de  las  vías  de  insulina  así  como  la  de  Target  of 
Rapamycin  (TOR), que  tienen un papel directo en  la  regulación de  la  síntesis de ecdisona en  la PG 
(Caldwell et al., 2005, Colombani et al., 2005, Mirth et al., 2005, Layalle et al., 2008). Estudios previos 







para  la  síntesis  de  ecdisona  y  las  transiciones  en  el  desarrollo  (Gibbens  et  al.,  2011).  El  principal 





Los  cambios  fisiológicos,  morfológicos  y  de  comportamiento  relacionados  con  las  transiciones 
larvarias y la metamorfosis son producidos por 20E, forma activa que adquiere la ecdisona una vez ha 
sido  liberada  a  la  hemolinfa,  gracias  a  la  enzima  shade.  La  unión  de  20E  a  su  receptor  activa  la 
expresión de los genes en diferentes tejidos, por lo que las diferentes respuestas que se dan a esta 
unión pueden deberse a alteraciones en la normal acumulación de la hormona. A pesar de los bajos 
niveles  transcripcionales  de  algunos  de  los  genes Halloween  en  ausencia  de  CTCF,  algunas  larvas 
consiguen  suficiente  cantidad  de  hormona  como  para  hacer  la  metamorfosis.  Aunque  no  hemos 





alcanzados dos días después debido al  retraso en el desarrollo que produce  la  falta de  la proteína 
insulator. Al evaluar  la expresión del  receptor de ecdisona que transmite  la señal a estos genes no 
observamos  ningún  cambio,  ni  en  cantidad  ni  en  tiempo  de  expresión.  Ya  que  ni  los  niveles 
transcripcionales  del  receptor  ni  los  de  los  genes  que  responden  a  ecdisona  se  ven  alterados, 
concluimos que CTCF no influye  en la respuesta a la ecdisona, pero sí en el tiempo de su síntesis.  
 
 Una  propiedad  que  se  conserva  tanto  en  vertebrados  como  en  invertebrados  durante  la 
esteroidogénesis es la implicación de las enzimas citocromo P450 (CYP) (Niwa and Niwa, 2014). Los 
genes que codifican estas proteínas en insectos son los genes Halloween, cuya mutación conduce a la 
muerte  embrionaria,  lo  que  enfatiza  su  importancia  fisiológica  (Chavez  et  al.,  2000, Warren  et  al., 
2002,  Petryk  et  al.,  2003,  Niwa  et  al.,  2004,  Warren  et  al.,  2004).  Son  los  responsables  de  la 
conversión  de  colesterol  a  la  forma  activa  de  la  ecdisona.  Durante  el  desarrollo  larvario  todos  se 
expresan  en  las  células  de  la  glándula  protorácica,  con  la  excepción  de  shade,  que  lo  hace  en  los 
tejidos  diana  de  la  ecdisona.  La  regulación  de  la  esteroidogénesis  se  hace  a  través  del  control 
transcripcional de estas enzimas (Keightley et al., 1990, Sewer and Waterman, 2003). Los niveles de 
expresión  de  los  genes Halloween  durante  el  desarrollo  larvario  en  la  PG,  como  hemos  señalado 
previamente  para  la  ecdisona,  aumentan  al  final  de  cada  estadío,  disminuyen  al  comienzo  del 
siguiente, y vuelven a aumentar al  final de  la  transición (McBrayer et al., 2007). Se sabe que están 
regulados  transcripcionalmente  pero  no  cómo.  En  los  últimos  años  se  ha  ido  avanzando  en  este 






genes  a  lo  largo  del  desarrollo.  Sin  embargo,  CTCF  no  influye  en  todos  ellos  de  igual  manera. 
Mientras  que  en  algunos  tal  que  phantom,  neverland  o  shroud  la  ausencia  de  CTCF  no  produce 
cambios  significativos,  en  disembodied  genera  un  retraso  en  el  incremento  de  la  expresión  y  en 
spookier,  shadow y noppera‐bo  los niveles de expresión alcanzados son claramente  inferiores. Las 
secuencias de todos estos genes, a excepción de nvd, tienen sitios de unión para CTCF próximos a su 
TSS.  CTCF  colocaliza  con  las  proteínas  insulators  CP190,  Ibf1  e  Ibf2  en  varios  sitios  del  genoma 
(Cuartero et al., 2014). Estudiamos si éstas tienen algún efecto en este proceso y vemos que el papel 
desempeñado por CTCF es independiente de ellas. Queda pendiente determinar si la influencia que 
ejerce  CTCF  en  la  expresión  de  los  genes Halloween  se  realiza  a  través  de  los  sitios  de  unión  que 








1.2. CTCF es necesaria para la homeostasis del colesterol 
 









de  producir  una  posterior muerte  en  caso  de  no  haber  adquirido  el  peso mínimo  suficiente  para 
poder  sostener  todos  los  cambios  que  se  producen  en  este  proceso  (Ono,  2014).  No  obstante, 






obligados  a  tomarlo  del medio  para  convertirlo  en  ecdisona  (Clark  and Block,  1959).  Por  tanto,  la 
ausencia del mismo (o de otro esterol a partir del cual sean capaces de comenzar la biosíntesis) es un 
factor  limitante. Se ha visto que en el momento de la pupación hay un incremento de lípidos en la 










a  la  que  se  produce  en  humanos,  que  no  requieren  de  colesterol  en  el medio,  en  la  enfermedad 
neurodegenerativa  Niemann  Pick  tipo  C  (NPC)  (Liscum  and  Faust,  1987).  Se  ha  descrito  que  la 
mutación del gen responsable de esta enfermedad en Drosophila, dnpc1, produce una acumulación 
de esteroles con el mismo fenotipo que la enfermedad en humanos, impidiendo la correcta síntesis 
de  ecdisona.  Los  animales  no pasan de  larva  I  y  no  consiguen pupar.  El  fenotipo  es  recuperado  si 
disponen en el medio de ecdisona (ya que de esta manera no necesitan sintetizarla), un precursor de 



























2. PROTEÍNAS QUE INTERACTÚAN CON CP190 
 
Cada vez es más evidente que quedan por descubrir proteínas que desempeñan función insulator. 
En vertebrados, clásicamente se ha aceptado que CTCF es  la única proteína  insulator  (Wallace and 
Felsenfeld,  2007).  En  cambio,  recientemente  se  ha  descrito  un  ortólogo  del  factor  GAGA  de 



























la mutación de  Ibf2 produce  trasformaciones homeóticas. Por  todo ello, hemos descrito un nuevo 
mecanismo de reclutamiento de CP190 a la cromatina necesario para la actividad insulator.  
 
Durante esta  tesis  he participado en esta  investigación en diferentes  aspectos.  Por un  lado,  he 
caracterizado  la  actividad  enhancer‐blocking  de  ambas  proteínas  confirmando  su  función  como 
insulators  y,  por  otro,  he  detectado  la  presencia  de  las  dos  en  los  insulator  bodies,  así  como  la 
colocalización  en  los  mismos  con  CP190.  He  profundizado  en  el  estudio  de  estos  cuerpos  para 
detectar que ambas proteínas se necesitan mutuamente para estar en ellos, pero que la presencia de 
CP190 es independiente de ambas proteínas. Por último, he comenzado el estudio de otra proteína 





2.1. Ibf1 e Ibf2 son proteínas insulators 
 
2.1.1. Ibf1 e Ibf2 tienen actividad enhancer-blocking 
 
De manera tradicional se ha definido a las proteínas insulators por su capacidad para bloquear la 
comunicación  entre  elementos  reguladores  transcripcionales,  como  enhancers  o  promotores,  así 
como por ejercer un efecto barrera impidiendo la expansión del silenciamiento génico de una zona 
de heterocromatina a una transcripcionalmente activa, situándose en la frontera entre ambas. 
Analizar  el  funcionamiento  de  los  insulators  no  es  sencillo.  La  función  que  realizan,  separar 
regiones reguladoras, es un mecanismo de acción dentro del núcleo, y por tanto no está ligado a un 











En Drosophila,  el  complejo  Bithorax  contiene  varias  secuencias  reguladoras  de  la  transcripción 
que  organizan  la  expresión  espacio‐temporal  de  los  genes  homeóticos  que  están  presentes  en  la 





Para  nuestro  análisis  optamos  por  el  empleo  de  diversas  líneas  transgénicas  que  contienen  el 
insulator  Fab8  insertado  entre  el  enhancer  y  el  promotor  del  gen white.  Elegimos  realizar  así  el 
ensayo  por  diversos  motivos.  Por  un  lado,  elegimos  el  Fab8  porque  se  había  comprobado  por       
ChIP‐seq  que  Ibf1  e  Ibf2  se  unían  fuertemente  al  mismo.  Además,  diversos  estudios  constatan  la 











El  lugar  de  inserción  del  transgén  con  el  insulator  influye  en  estos  ensayos  ya  que  analizamos 
propiedades de la organización de la cromatina, y esta organización puede no ser posible en algunos 
contextos  genómicos.  Por  ejemplo,  se  han  descrito  ensayos  de  este  tipo  en  que  los  insulators 
transgénicos  pueden  bloquear  la  comunicación  a  través  de  la  interacción  entre  ellos,  con  la 
formación  de  un  loop  que  supone  una  barrera  física  que  aísla  un  elemento  regulador  del  otro 
(Kyrchanova  et  al.,  2013).  La  localización  en  la  que  se  produce  la  inserción  parece  influir  en  el 
resultado,  ya  que  puede  que  existan  solo  unos  pocos  sitios  en  el  genoma  donde  los  insulators 
endógenos y los transgénicos puedan formar los loops. En otros casos, la capacidad para bloquear la 
comunicación puede depender de  la  fuerza del enhancer,  que  varía  según el  sitio de  inserción del 
transgén  (Kostyuchenko  et  al.,  2009).  Este  motivo  puede  explicar  el  hecho  de  que  veamos 

















Por  último,  está  el  factor  de  la  existencia  de  una  cierta  variabilidad  entre  individuos.  Por  ello, 




Teniendo en  cuenta  todos estos  factores,  en  todas  las  líneas  analizadas observamos un efecto, 




presente  la  identidad  de  otro,  fenómeno  conocido  como  transformación  homeótica.  En  el 
laboratorio se ha visto que la mutación de Ibf2 produce una transformación similar a la observada en 









2.1.2. Ibf1 e Ibf2 se necesitan mutuamente para localizar en los insulator 
bodies 
 
Estudios  recientes  indican  que  las  funciones  de  los  insulators  van  más  allá  de  sus  actividades 
clásicas  como  elementos  barrera  o  para  bloquear  la  comunicación  enhancer‐promotor.  Se  ha 
propuesto  que  los  insulators  son  capaces  de  regular  la  estructura  de  la  cromatina  a  través  de 
interacciones  a  larga  distancia  intra  e  intercromosomales  mediante  la  formación  de  loops.  Estos 
contactos se pueden hacer con otros elementos reguladores, como enhancers y promotores o bien 





muchas  secuencias  insulators  y  el  DNA  que  se  localiza  junto  a  ellas.  Estas  secuencias  están  en 
diferentes  partes  del  genoma,  y  se  agrupan mediante  interacciones  entre  las  proteínas  insulators, 
estabilizando  los  loops  que  separan  dominios  de  diferente  estado  transcripcional  y,  por  tanto, 
controlando  la  organización  y  función  del  genoma  (Gerasimova  et  al.,  2000,  Labrador  and  Corces, 












coinciden  en  insulator  bodies  (Gerasimova  et  al.,  2007).  Lo  que  resulta  interesante  de  la 
colocalización  de  Ibf1  e  Ibf2  es  que  se  necesitan  mutuamente  para  estar  presentes  en  ellos.  La 
necesidad de una proteína para que otra pueda formar parte de los cuerpos ya ha sido descrita. Por 
ejemplo,  la  falta de Mod(mdg4)  altera  la  capacidad de  Su(Hw),  pero no de CP190 para  formar  los 
insulator  bodies.  Tan  solo  cuando Mod(mdg4)  está  presente  Su(Hw)  colocaliza  en  los  cuerpos  que 
tienen  CP190,  sugiriendo  que  la  interacción  entre  Mod(mdg4)  y  Su(Hw),  pero  no  la  de  CP190  y 
Su(Hw),  es  necesaria  para  que  Su(Hw)  entre  a  formar  parte  de  estos  agregados  (Schoborg  et  al., 




de CP190, CTCF y/o Su(Hw). Nuestro grupo ha comprobado que  la mayoría de  los sitios en  los que 
CP190  requiere  del  dímero  para  unirse  al  DNA  son  aquellos  en  los  cuales  colocalizan  con  CTCF, 
mientras que en las regiones en las que la unión de CP190 no depende de las Ibfs se corresponden 
con sitios donde interacciona con Su(Hw). Si al eliminar estas proteínas siguen estando presentes en 
los  insulator  bodies  sugeriría  que  son  independientes  de  ellas,  y  constituirían  un  nuevo  tipo  de 
insulator body. En el caso de no formar parte de ellos en ausencia de CTCF o Su(Hw) indicaría que la 
presencia  de  Ibf1  e  Ibf2  en  los  cuerpos  se  realiza  a  través  de  interacciones  con  una  de  estas 
proteínas, aunque según nuestros resultados previos es poco probable que dependa de Su(Hw). Los 
estudios  iniciales  habían  establecido  que  CP190  era  necesaria  para  que  las  proteínas  insulators 
estuvieran  formando  parte  de  los  insulator  bodies,  y  que  su  ausencia  implicaba  la  disgregación 
proteica (Gerasimova et al., 2000). Sin embargo, estudios recientes señalan que la falta de CP190 no 















forman  por  estrés  osmótico  y  muerte  celular  (Schoborg  et  al.,  2013),  que  no  están  unidos  a  la 
cromatina y, por tanto, carentes de actividad insulator.  
 
Si  estas  formaciones  no  están  desempeñando  la  actividad  que  siempre  se  les  había  asignado, 










(Schoborg  et  al.,  2013).  Las  que  quedan  unidas  al  DNA  continuarían  mediando  su  acción. 
Recientemente  un  estudio  ha  analizado  los  cambios  que  se  producen  en  la  distribución  de  las 
proteínas  insulators  bajo  estrés  térmico  (Li  et  al.,  2015).  Esta  alteración  origina  un  cambio  en  su 











Todavía  queda  mucho  por  investigar  sobre  cómo  y  porqué  se  forman  los  insulator  bodies,  si 
pueden  contribuir  en  las  funciones  de  los  insulators  y  las  consecuencias  de  su  formación  en  la 




cambios  globales  en  la  unión  al  DNA  de  las  proteínas  insulators  y  técnicas  3C  para  evaluar  los 













Ibf2  se  unieran  al  DNA  a  través  del  reconocimiento  de  su  motivo  consenso  y  que  mediante  la 
interacción con CP190 acabaran formando  loops entre diferentes lugares que tienen estos motivos. 
Otra  posibilidad  podría  ser  que  los  contactos  también  se  dieran  con  CTCF,  y  que  las  Ibf 
interaccionaran con CTCF y CP190.  Incluso puede que CP190 se una a otros sitios a través de otras 
proteínas,  y que  se  forme un  loop con  los  sitios de unión de  Ibf1 e  Ibf2 a  través de  la  interacción 
entre  las  tres.  Independientemente  de  cómo  se  establezca  este  contacto  entre  ellas  sería  muy 
informativo hacer experimentos de ChIA‐PET, en el que se determina la contribución de una proteína 






2.2. Pita como insulator  
 
Las  primeras  evidencias  que  hemos  obtenido  al  realizar  el  ensayo  para  evaluar  la  capacidad 
enhacer‐blocking  de  la proteína pita  sugieren que  interviene en  la actividad  insulator  del  Fab6. No 
obstante, estos resultados incipientes no son concluyentes, pues como hemos señalado previamente 
es necesario un ensayo exhaustivo y mucho más amplio para poder sacar conclusiones. Además,  la 
única  comprobación  que  hemos  hecho  de  su  función  sobre  Fab7  indica  que  no  está  realizando 
ninguna función en este insulator. No obstante, si para afirmar que ejerce una acción son necesarias 
varias comprobaciones, lo mismo se aplica para rechazar su función. Según el artículo publicado por 












los  dos  grupos  de  proteínas,  como  en  el  caso  de  CTCF  y  Mod(mdg4),  que  se  encuentran  en  los 
mismos insulators bodies gracias a la interacción de ambas por separado con CP190, pero que no lo 
hacen entre ellas (Gerasimova et al., 2007). Sin embargo, rechazamos esta posibilidad ya que tanto 
Ibf1  como  Ibf2  coimmunoprecipitan  con  pita.  Para  comprobar  si  realmente  se  unen  a  los mismos 
sitios del genoma se podría realizar una immunotinción en cromosomas politénicos de las proteínas y 





al.,  2003)  se  señaló  que  pita  pudiera  regular  la  transcripción  génica,  y  fue  confirmado  dos  años 
después.  Se  vio  que  en  ausencia  de  la  proteína,  33  genes  se  reprimían  mientras  que  otros  10 
aumentaban su expresión (Page et al., 2005). Esta observación es consistente con el efecto sobre la 
regulación transcripcional que ejercen otras proteínas  insulators  como CTCF, CP190, Su(Hw),  Ibf1 e 
Ibf2, que  regulan  la expresión de genes, activando unos y  silenciando otros  (Bartkuhn et al., 2009, 
Schwartz et al., 2012, Cuartero et al., 2014).  
 
Por  otro  lado,  la  ausencia  de  pita  en  línea  germinal  produce  defectos  en  el  desarrollo  de  las 
cámaras ováricas, con núcleos de las células nodrizas anormales o ausentes, que conlleva la muerte 





esta  acción  a  través  del  silenciamiento  transcripcional  que  regula  (Schwartz  et  al.,  2012).  Sin 
embargo,  ésta  no  es  una  función  compartida  con  otras  proteínas  insulators  como  CP190  o 
Mod(mdg4)  (Baxley  et  al.,  2011),  y  parece  independiente  de  su  actividad  enhancer‐blocking. 
Previamente  también  hemos  señalado  que  CTCF  no  necesita  a  CP190,  Ibf1  ni  Ibf2  para mediar  su 












con  componentes de  la  vía de  síntesis  de  la  ecdisona.  Los  resultados que hemos obtenido de que 






3. NUEVAS PROTEÍNAS CON ACTIVIDAD INSULATOR: Haspin 
 
En nuestra búsqueda de nuevas proteínas  insulators hemos realizado un screening para detectar 
proteínas  que  ejerzan  función  enhancer‐blocking.  Hemos  obtenido  varios  candidatos  con  posible 














la expresión génica ya ha  sido explicado en  la  introducción  (apartados 1.1.1.3.,    1.2.2.1.,  1.2.2.3.  y 
3.1.1.). 
En  esta  tesis  hemos  descrito  el  papel  de  Haspin  como  proteína  con  actividad  insulator  por  su 
capacidad para bloquear la comunicación entre un enhancer y un promotor, pero especialmente por 
su papel  en  la organización  y  estructura de  la  cromatina,  proponiendo que    realiza  sus  acciones  a 
través  de  su  dominio  kinasa.  Además,  hemos  analizado  su  relación  con  proteínas  del  grupo 







3.1. Haspin tiene actividad enhancer-blocking 
 




hemos  demostrado  al  utilizar  diferentes  líneas  transgénicas  y  diferentes mutantes  de  la  proteína. 















tener afectación alguna sobre  la viabilidad. Esto es acorde a  lo publicado en  la  literatura, donde  la 
falta de Haspin  tampoco provoca  la muerte en otros organismos como S. pombe  (Yamagishi et al., 
2010). 
 
3.2. Haspin es necesaria para la organización de la cromatina en el 
núcleo en interfase 
 
La  visión  tradicional  de  los  insulators  como bloqueadores de  la  comunicación entre enhancer  y 
promotor, y como barrera para  la expansión del silenciamiento por parte de  la heterocromatina es 
demasiado  reducida  para  explicar  diversas  observaciones  recientes.  Se  ha  demostrado  que  los 
insulators  también  pueden  favorecer  la  comunicación  enhancer‐promotor  directamente  para 
estimular  la  expresión  génica  (Erokhin  et  al.,  2011,  Xu  et  al.,  2011,  Eldholm  et  al.,  2014).  Esta 
apreciación parece ser antagónica a sus funciones clásicas, por lo que debe existir un mecanismo que 
dé una explicación que permita entender todas sus actividades. En una visión global,  los  insulators 




según  la  localización  relativa de  los  insulators  entre ellos en esta organización en 3 dimensiones o 
respecto  a  otros  elementos  de  la  regulación  génica  con  los  que  también  pueden  contactar,  estos 




pesar de sobreexpresar  la proteína, por  lo que hemos caracterizado Haspin a través de  la proteína 
tagueada. Recientemente ha sido publicado un estudio en el que observan la proteína endógena en 
ratones durante meiosis (Wang et al., 2015), pero la mayoría de estudios sobre Haspin están basados 
en  resultados  obtenidos  al  caracterizar  la  proteína  tagueada  en  lugar  de  la  endógena  (Dai  et  al., 
2005, Yamagishi et al., 2010, Nguyen et al., 2014).  Se ha descrito que  tiene presencia nuclear a  lo 
largo de todo el ciclo celular (Dai et al., 2005) y mediante tinción de núcleos interfásicos confirmamos 
que  durante  interfase  también  se  encuentra  aquí  en  Drosophila,  concretamente  en  la  periferia 
nuclear. Es interesante que incluso antes de que se conociera que Haspin era la kinasa que fosforila 
H3T3 se había dicho que la proteína que lo hiciera estaba asociada a estructuras periféricas ya que la 




una  dinámica  rápida  y/o  con  muy  poca  frecuencia  por  lo  que  mediante  microscopía  no  seamos 
capaces de detectar esta interacción. Es posible que este problema se pueda solventar mediante la 
mutación del dominio kinasa. Planteamos esta posibilidad ya que ha sido publicado que, en ratones, 
Haspin  se  une  al  DNA  con mayor  afinidad  cuando  no  es  capaz  de  autofosforilarse  (Tanaka  et  al., 
1999). Por tanto al eliminar o mutar su dominio kinasa en Drosophila puede que también tenga este 
efecto.  
Una  de  las  formas  de  organización  de  la  cromatina  es  mediante  la  asociación  con  diversas 
estructuras  nucleares.  Haspin,  a  través  de  la  interacción  con  zonas  periféricas,  participaría  en  la 
compartimentalización nuclear. Esto no solo  lo afirmamos en base a  los resultados obtenidos en  la 
immunolocalización  de  la  proteína,  sino  que  además  hemos  visto  la  importancia  de  esta  proteína 







Las  proteínas  insulators  son  las  responsables  de  la  separación  de  las  regiones  periféricas  con 
diferente estado transcripcional. CP190 está unida a la cromatina, pero hemos visto que su presencia 




efecto  exclusivo  sobre CP190,  ya  que no  repercute  en  la  localización de otras  proteínas  insulators 
como  Ibf2  o  BEAF,  aunque  no  podemos  rechazar  que  tenga  efecto  sobre  otras.  Esta  duda  podría 
quedar solventada mediante  la realización de un ChiP‐seq analizando los cambios en la  localización 










intrínsecamente  activa  (no  tiene  ninguna  zona  para  su  activación  mediada  por  fosforilación,  un 




recientemente  se  ha  señalado  que,  junto  a  este  dominio  kinasa,  tiene  un  dominio  básico 




los  efectos  que  la  proteína  presenta  sobre  la  condensación  de  la  cromatina  dependen  de  que  su 
dominio  kinasa  sea  funcional.  Nuestros  resultados  son  más  acordes  con  la  propuesta  de  un 
mecanismo  en  el  que  el  dominio  kinasa  pase  de manera  dinámica  de  un  estado  unido  o  libre  del 




(Yamagishi  et  al.,  2010)  o  la  división  asimétrica  en  células  pluripotenciales  (Tran  et  al.,  2012). 
Mediante immunotinción de células mitótica hemos confirmado que Haspin también fosforila H3T3 
durante mitosis  en Drosophila.  Nuestros  resultados muestran  la  total  desaparición  de  la  señal  en 







Puede que NHK‐1,  su  ortólogo  en Drosophila,  también produzca  esta  PTM por  la  homología  en  el 
dominio kinasa y en el del reconocimiento de sustratos de ambas proteínas.  
 
Por  otro  lado,  también  hemos  visto  que  realiza  la  fosforilación  de  H3T3  en  interfase.  Este 
fenómeno es muy  interesante  ya  que  no  se  tenía  constancia  previamente de  la  presencia  de  esta 
marca en la fase no divisoria. Inicialmente se asoció la fosforilación de las histonas como una marca 
exclusivamente  mitótica,  pero  con  el  paso  del  tiempo  se  ha  visto  que  no  solo  provoca  la 
condensación de los cromosomas sino que también media en procesos interfásicos. Muchos son los 
estudios  que  asocian  marcas  como  H3S10ph  y  H3T3ph  con  la  condensación  de  los  cromosomas 
mitóticos, pero cada vez hay más evidencia del papel que  juega H3S10ph en  interfase, y es que  la 




realizar  esta  marca  posttranscripcional.  Mediante  immunolocalización  en  cromosomas  politénicos 
vemos que H3T3ph se sitúa en interbandas, es decir, zonas transcripcionalmente activas. De hecho, 
se puede concretar que  incluso  la  señal que observamos es mayor en  los puffs,  zonas muy activas 
transcripcionalmente.  Marcas  epigenéticas  relacionadas  con  la  activación  de  la  expresión  génica, 
como  H3S10ph,  también  se  localizan  en  interbandas  (Jin  et  al.,  1999).  De  hecho,  el  que  pueda 
favorecer la transcripción en glándulas salivares es consistente con nuestro resultado sobre el papel 
de Haspin en  la condensación. Hemos visto que Haspin es necesaria para  la descondensación de  la 
cromatina  interfásica,  manteniendo  un  estado  abierto  del  material  genético,  lo  que  facilita  la 
accesibilidad de la maquinaria transcripcional a los genes. No obstante, no tenemos indicaciones de 
que  influya en  la  transcripción génica en glándulas  salivares. No hemos podido  comprobar que en 
cromosomas politénicos H3T3ph colocalice con  la RNA polimerasa  II, ya que  los anticuerpos de  los 
que disponemos para detectar ambas proteínas son del mismo animal.  
Mediante la misma técnica se ha detectado que muchas de las proteínas insulators como CP190, 
CTCF,  Su(Hw)  y Mod(mdg4)  (Whitfield  et  al.,  1995,  Gerasimova  et  al.,  2007)  se  encuentran  en  las 
fronteras entre bandas e interbandas, evitando de esta manera la propagación del silenciamiento de 
la  heterocromatina  a  la  transcripcionalmente  activa.  La  cantidad  de  bandas  que  se  aprecian  en 
nuestras  tinciones  de  cromosomas  politénicos  no  son  muchas,  y  puede  que,  debido  a  la  baja 
resolución  de  la  técnica,  no  estemos  localizando  bien  esta  señal,  no  distinguiendo  si  están  en 
interbandas como otros factores transcripcionales o delimitando ambos tipos de cromatina. Ya que 
CP190 es un cofactor común de todos estos complejos y colocaliza parcialmente con cada una de las 
proteínas  insulators  (Gerasimova et al., 2007) podría aclararnos este asunto realizar  la cotinción de 
ambas,  pero  no  hemos  podido  ya  que  los  anticuerpos  contra  el  cofactor  y  la  PTM  de  los  que 
disponemos son de conejo.  
 
Las  glándulas  salivares  son  un  tipo  celular  peculiar,  en  el  que  el  DNA  sufre  sucesivas  fases  de 




mediante  ChIP‐seq.  Esta  técnica  está  siendo  en  los  últimos  años  muy  empleada  en  el  campo  de 
estudio  de  la  cromatina,  debido  sobre  todo  a  los  grandes  avances  que  han  experimentado  las 




H3T3ph  en  interfase  hubiera  sido  mejor  que  estas  células  estuvieran  en  fase  estacionaria,  para 
reducir el número de divisiones y poder evaluar de manera más exacta su posición en interfase, ya 
que  ahora  no  podemos  decir  si  la  localización  en  heterocromatina  es  solo  debida  a  las  células  en 
mitosis o a una suma de mitosis e interfase. De todas formas, detectamos que no solo se une aquí, 
sino que  también está  enriquecida en otras  zonas, que  representan grandes  áreas del  genoma. Al 
analizar las regiones en las que H3T3ph está presente podemos sacar varias conclusiones; en muchos 









que  las  regiones  de  H3T3ph  coinciden  con  zonas  de  heterocromatina  pericentromérica  como  ya 
hemos  señalado,  pero  también  con  otras  zonas  que  están  transcripcionalmente  silenciadas. 




¿Cuál  es  la  función  de H3T3ph dentro de  estas  zonas  silenciadas?  Ya  en  experimentos  iniciales 
sobre  fronteras  entre  los  grandes  dominios  que  dividen  el  genoma  se  apuntó  que  estaban 
enriquecidas  en  proteínas  insulators.  De  hecho  la  fuerza  de  estos  bordes  es  directamente 
proporcional  a  la  cantidad  de  estas  proteínas  que  se  encuentran  en  ella  (Li  et  al.,  2015).  Estos 
grandes  dominios  son  los  que  determinan  la  organización  del  genoma.  Se  vio  que  al  alterar  los 












los  complejos  Polycomb  y mediar  el  silenciamiento,  lo  cual  explica  la  colocalización  de  H3T3ph  y 
H3K27me3.  De  hecho,  no  sería  de  extrañar  la  relación  entre  Haspin  como  proteína  insulator  y  su 
contribución  a  la  represión mediada por  las  proteínas  del  grupo de Polycomb.  Las  interacciones  a 
larga  distancia  que  se  realizan  entre  zonas  transcripcionalmente  silenciadas  no  las  establecen  los 
PREs, sino las proteínas insulators (Li et al., 2011). Sería interesante estudiar si Haspin media en estos 
contactos  entre  zonas  silenciadas.  Con  nuestros  datos  no  lo  podemos  concretar,  pero  podría  ser 
estudiado con  la  técnica del ChIA‐PET, que permite el análisis de  las  interacciones a  larga distancia 




Se  ha  demostrado  que  H3T3ph  y  H3K4me3, marca  que  indica  activación  transcripcional,  están 
relacionadas  negativamente,  lo  cual  está  de  acuerdo  con  el  hecho  de  que  no  veamos H3T3ph  en 
zonas activas. Por un lado, se ha afirmado que la presencia de H3K4me3 modula la fosforilación de la 
H3T3, ya que dificulta que el dominio sea reconocido por Haspin (Eswaran et al., 2009) y se ha visto 
que  la  presencia  de  H3T3ph  impide  que  proteínas  necesarias  para  la  transcripción  se  unan  a 
H3K4me3 (Markaki et al., 2009, Garske et al., 2010). No obstante, ambas marcas existen a la vez  in 
vivo  (Markaki et al., 2009). Este hecho no ha de sorprender ya que se ha visto  la colocalización de 




ligadas  con  ninguna  de  las  dos  acciones.  Por  tanto,  tanto  pueden  favorecer  la  expresión  como  el 




3.4. Mecanismo de acción de Haspin 
 
Nos planteamos si Haspin puede mediar su acción en la organización nuclear de manera análoga o 
cooperando  con  Jil‐1  por  las  similitudes  apreciadas  entre  ambas  proteínas  y  por  la  relación  que 
H3T3ph tiene con H3S10ph. Mientras que esta marca la realiza Aurora‐B en mitosis (cuya localización 
depende  de Haspin  como  hemos  señalado  en  el  apartado  3.1  de  la  introducción),  en  interfase  es 
producida  por  Jil‐1.  Se  ha  visto  que  Jil‐1  tiene  efecto  insulator  impidiendo  la  propagación  de  la 
cromatina silenciada (Ebert et al., 2004) y tanto la proteína como H3S10ph,  a través de la cual ejerce 
sus acciones, están presentes en  interbandas en cromosomas politénicos,  lugar en el que  también 
detectamos  H3T3ph.  Jil‐1  mantiene  un  estado  abierto  de  la  cromatina  descondensando  el  DNA 
interfásico (Deng et al., 2008) y el efecto que genera su falta sobre la condensación de los núcleos en 













la condensación de  la cromatina  interfásica sin afectar a  la  replicación del DNA y  localiza en zonas 
transcripcionalmente activas en cromosomas politénicos,  indicando que su papel no está limitado a 














nosotros  observamos  es  acorde  a  lo  descrito  para  el  mutante  nulo  de  pds5,  ya  que  hemos 
comprobado que la falta de pds5 provoca condensación de los núcleos en interfase, mismo fenotipo 
que provoca  la  ausencia  de Haspin.  El  hecho  de que observemos  el mismo efecto  en  ausencia  de 
Haspin y de pds5 nos hace pensar que, como en mitosis, una necesite a la otra. Comprobamos que 
efectivamente  existe  una  relación  entre  pds5  y  Haspin  para  mediar  la  organización  del  material 
genético,  ya que ésta no es  capaz de producir  la descondensación de  la  cromatina en ausencia de 
pds5.  Este  resultado es  consecuente  con  los datos de mitosis  que  reflejan que Haspin necesita de 
pds5 para su localización en la cromatina. No podemos comprobar si realmente la unión de la kinasa 
depende  de  pds5  ya  que  no  la  detectamos  mediante  immunolocalización.  Está  descrito  que  la 
localización  de  pds5  en  el  DNA  es  independiente  de  Haspin  (Yamagishi  et  al.,  2010).  Nuestros 









por  ejemplo,  proteínas  de  PRC2  se  degradan  cuando  no  se  puede  formar  el  complejo  (Tan  et  al., 





que  la  falta  de  Haspin  en  cromosomas  metafásicos  provoca  la  separación  de  las  cromátidas 
hermanas, como ya estaba descrito para vertebrados (Dai et al., 2006). Pds5 tiene dos papeles en la 
regulación de la dinámica de las cohesinas, por un lado colabora junto con Eco en el mantenimiento 





Dame et  al.,  2014),  resultado acorde a  lo que nosotros observamos en Drosophila  en  ausencia de 
Haspin y pds5. No hemos investigado nada a cerca de la relación entre Haspin, pds5 y cohesinas a la 
hora de organizar la estructura de la cromatina, pero sería interesante comprobar si efectivamente 
las  cohesinas  afectan  a  la  condensación  de  la  cromatina  también  en Drosophila,  y  si  depeden  de 
Haspin y pds5 para llevarlo a cabo.  
 
No  hemos  estudiado  si  la  relación  entre  Haspin  y  pds5  se  realiza  a  través  de  H3T3ph.  Sería 
interesante  comparar  sus  perfiles  de  unión  a  lo  largo  de  todo  el  genoma;  sin  embargo, 
lamentablemente, no hay datos en modENCODE sobre los sitios en los que pds5 está presente. Se ha 
visto  que  tanto  las  cohesinas  como  Nipped‐B  están  unidas  principalmente,  pero  no  de  manera 
exclusiva,  a  genes  transcripcionalmente  activos  (Misulovin  et  al.,  2008,  Schaaf  et  al.,  2009).  Esta 
localización parece opuesta a la que ocupa H3T3ph. No obstante, es posible que aunque H3T3ph esté 
mayoritariamente en regiones silenciadas ejerza también una función en zonas activas en interfase, 








al.,  2009).  No  obstante,  se  ha  descrito  que  las  cohesinas  colocalizan  con  CP190  (Bartkuhn  et  al., 
2009),  por  lo  que,  efectivamente,  en  Drosophila  también  puede  que  desempeñen  esta  actividad 
insulator.   
 












son  CapG2,  CapH2  y  CapD3.    De  entre  ellas,  existen  más  evidencias  de  la  función  de  CapH2.  A 




impiden  el  normal  emparejamiento  de  las  cromátidas  hermanas,  promueven  la  condensación  del 
núcleo  interfásico  y,  en  consecuencia  a  esta  hipercompactación  de  los  cromosomas  unidos  a  la 
membrana nuclear, pueden colapsar la envoltura nuclear produciendo fuertes alteraciones (Hartl et 
al.,  2008,  Bauer  et  al.,  2012,  Joyce  et  al.,  2012,  Buster  et  al.,  2013).  Comparando  estos  datos  con 







fosforilada  presentan  gran  cantidad  de  CapH2  unida.  Parece  que  H3T3ph  y  CapH2  tienen  una 
localización  mutuamente  excluyente.  Nuestros  resultados  apuntan  a  que  lo  que  provoca  la 
acumulación de CapH2 en la cromatina en interfase es la falta de Haspin. Detectamos que existe una 
interacción genética entre Haspin y  las condensinas, pues  la  condensación que produce  la  falta de 
Haspin  requiere  de  la  acción  de  CapH2.  No  obstante,  hasta  el  momento  no  tenemos  evidencias 
directas de que Haspin regule la unión de CapH2 al DNA. Para ello, se podría realizar un ChIP‐seq que 
nos permita  ver  si  la  unión de CapH2  al  genoma y  las  regiones en  las que  se encuentra  varían en 
presencia  o  ausencia  de  Haspin.  El  análisis  de  estos  datos  nos  aportaría  información  sobre  esta 
posible relación. 
 












De entre ellas,  resulta  interesante  la presencia de proteínas que unen específicamente histonas 
modificadas  transcripcionalmente.  En  ausencia  y  presencia  de  Haspin  se  observan  cambios  en  la 
fosforilación de proteínas con cromodominios que reconocen residuos di y trimetilados, tal que HP1, 
que  une  H3K9,  y  Polycomb,  que  lo  hace  con  H3K27.  Estas  proteínas  controlan  la  represión 















también  influyen  en  ellas.  Además,  esto  no  solo  se  ha  visto  para  la  de  las  propias  proteínas  que 
forman  el  anillo,  sino  que  también  afectan  a  las  responsables  de  su  unión,  mantenimiento  y 
eliminación  del  DNA.  Todos  los  ortólogos  de  Nipped‐B  están  fosforilados  (Villen  et  al.,  2007, 
Dephoure et al., 2008, Wilson‐Grady et al., 2008). Recientemente se ha realizado un estudio para ver 
la  importancia de  la  fosforilación de SCC2  (proteína ortóloga de Nipped‐B en S. Cerevisiae) y cómo 
repercute  sobre  el  complejo  y  en  los  procesos  celulares  en  los  que  interviene.  Se  ha  visto  que el 
control de  la presencia o ausencia de  los residuos  fosforilados es  fundamental a  la hora de mediar 
sus  acciones,  ya  que  tiene  varios  sitios  que  se  pueden  fosforilar.  Los  efectos  producidos  por  la 
proteína  fosforilada  son  opuestos  al mantenimiento  de  las  cohesinas  en  el  DNA.  Sugieren  que  es 
necesario que la proteína esté desfosforilada para participar en el mantenimiento del complejo en el 
DNA  o  que  la  fosforilación  de  la misma  hace  que  atrape  a  factores  que mantienen  las  cohesinas 
unidas a los cromosomas (Woodman et al., 2015). Por tanto, Nipped‐B fosforilada participaría, junto 
con  otras  proteínas  como  pds5  y wapl  en  la  eliminación  de  las  cohesinas  unidas.  Previamente  ya 
hemos  señalado  que  pds5  participa  tanto  en  la  eliminación  como  en  el mantenimiento,  y  que  su 
unión  a  la  cromatina  depende  de  Haspin.  No  obstante,  no  hemos  estudiado  cómo  este  complejo 
repercute  sobre  las  cohesinas.  El  extremo  C‐terminal  de  Nipped‐B  tiene  un  posible  sitio  de 




Sería  interesante  estudiar  si  Haspin  fosforila  directamente  a  pds5  a  pesar  de  que  no  se  ha 






gen.  Sorprendentemente,  lo  que  diferenciaba  ambas  líneas  era  que  una  contenía  el  dominio  C‐
terminal,  justo el dominio que contiene  la secuencia R‐T‐K diana para Haspin. Un phos‐tag  (técnica 
que  permite  visualizar  una  misma  proteína  con  diferentes  grados  de  fosforilación  de  manera 
separada  en  geles  de  acrilamida)  nos  permitiría  apreciar  si  pds5  puede  presentarse  de  forma 
fosforilada y no fosforilada, y, comparando el resultado en ausencia de Haspin, si la kinasa afecta en 
ello. No obstante, la apreciación de cambios en esta técnica no supondría una implicación directa de 
Haspin  en  este  proceso,  ya  que  puede  ser  generada  como  consecuencia  de  una  cascada  de 
modificaciones posttranscripcionales. 
 
Slimb  media  la  degradación  de  CapH2  a  través  del  reconocimiento  de  una  secuencia  en  su 
extremo C‐terminal, que sirve de diana para su ubiquitinación, y, mediante ella, degradación de  la 
proteína  (Buster  et  al.,  2013).  Para  poder  llevar  a  cabo  esta  función,  es  necesario  que  junto  a  la 
secuencia de  reconocimiento mencionada  la proteína esté  fosforilada  (Deshaies,  1999,  Smelkinson 
and  Kalderon,  2006).  Se  ha  visto  que  CapH2  está  altamente  regulada  a  través  de  la  fosforilación, 
tanto  para  su  degradación  como  estamos  señalando  como  para  su  unión  al  DNA  (Kagami  et  al., 
2014). 
 
Recientemente  se  ha  propuesto  que  CK1α,  mediante  la  fosforilación  de  CapH2,  regula  su 
degradación (Nguyen et al., 2015). No obstante, necesita de la colaboración de otra kinasa que medie 
el contacto con Slimb y permita la ubiquitinación de la condensina, y posteriormente, el paso final de 





en  su  degradación,  la  sobreexpresión  de  la  kinasa  implicaría  una  disminución  de  la  cantidad  de 
CapH2.  No  obstante,  cabe  señalar  que  se  ha  dicho  que  la  kinasa  que  colabore  con  CK1α  debe 
fosforilar la primera treonina o serina de la secuencia S/T‐X‐X‐S/T (Flotow et al., 1990, Yanagawa et 















la  cromatina  parcialmente  descondensada  en  zonas  silenciadas,  siendo  necesario  para  ello  la 
actividad kinasa de la proteína y la fosforilación de H3T3. Esta hipótesis explicaría la colocalización de 
H3T3ph y H3K27me3 a lo largo del genoma y la participación de Haspin en la unión de Polycomb a las 
regiones  reguladoras  del  gen Abdominal‐B,  sugiriendo  que  la  proteína  kinasa  sería  necesaria  para 
abrir  la  cromatina  de manera  que  proteínas  de  PcG  puedan  unirse  al  DNA  y  así mediar  su  acción 
silenciadora. 
Por otro lado, el hecho de que Haspin sea necesaria para que pds5 se una al DNA, así como que la 

























así  como  para  la  homeostasis  de  los  lípidos  en  las  células  donde  se  produce  esta 
hormona. 
2. Las proteínas Ibf1, Ibf2, pita y CP190 forman parte del mismo complejo proteico. 









9. H3T3ph  está  localizada  en  heterocromatina  pericentromérica  y  en  grandes  dominios 
silenciados, flanqueados por proteínas insulators. 
10. La unión de Polycomb al complejo Bithorax está regulada por Haspin. 
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The insulator protein CTCF regulates Drosophila steroidogenesis
Ujué Fresán1, Sergi Cuartero1,*, Michael B. O’Connor2 and M. Lluisa Espinas̀1,2,‡
ABSTRACT
The steroid hormone ecdysone is a central regulator of insect
development. In this report we show that CTCF expression in the
prothoracic gland is required for full transcriptional activation of the
Halloween genes spookier, shadow and noppera-bo, which encode
ecdysone biosynthetic enzymes, and for proper timing of ecdysone-
responsive gene expression. Loss of CTCF results in delayed and
less synchronized larval development that can only be rescued by
feeding larvae with both, the steroid hormone 20-hydroxyecdysone
and cholesterol. Moreover, CTCF-knockdown in prothoracic gland
cells leads to increased lipid accumulation. In conclusion, the
insulator protein CTCF is required for Halloween gene expression
and cholesterol homeostasis in ecdysone-producing cells controlling
steroidogenesis.
KEY WORDS: CTCF, Ecdysone, Halloween genes,
Developmental timing
INTRODUCTION
The proper development of multicellular organisms requires
accurate timing of specific developmental programs of gene
expression. These timed programs involve signaling systems
that respond to nutritional and environmental cues to direct
coordinated developmental responses throughout the animal, such
as transitions in morphology. In insects, these transitions include
molting and metamorphosis which occur at regularly defined
intervals and depend on pulses of the steroid hormone ecdysone
(Yamanaka et al., 2013). During larval and pupal stages of insect
development, the prothoracic gland (PG) is the tissue responsible
for the synthesis of ecdysone that is secreted and converted into
the active steroid molting hormone 20-hydroxyecdysone (20E)
in target tissues, where it induces the activation of target genes.
The neuropeptide protoracicotropic hormone (PTTH) is produced
by two pairs of lateral neurosecretory cells in the insect brain and is
released to signal to the PG (McBrayer et al., 2007). PTTH, through
activation of its receptor torso and the mitogen-activated protein
kinase (MAPK) cascade (Rewitz et al., 2009), leads to increased
transcription of ecdysone biosynthetic enzymes encoded by the
Halloween gene family (Gilbert, 2004). Transcriptional regulation
of these genes is still poorly understood, although some
transcription factors and chromatin modifiers have recently been
identified for some of the biosynthetic genes (Danielsen et al.,
2014; Deng and Kerppola, 2013; Moeller et al., 2013; Pankotai
et al., 2010; Parvy et al., 2005). Halloween genes trigger the
production of ecdysone from dietary cholesterol or phytosterols,
since arthropods are unable to synthesize cholesterol. In recent
years, evidence has accumulated that other factors in addition to
PTTH, especially nutritional signals, act on the PG to control
ecdysteroidogenesis (Layalle et al., 2008).
The insulator protein CTCF is a highly conserved zinc finger
protein that has been shown to play an essential role in regulation of
chromatin organization and gene expression during development
both, in Drosophila and mammals (Herold et al., 2012). Recent data
supports a role for insulator proteins in the organization of
developmentally regulated intra- and interchromosomal contacts
that are responsible for the diverse functions of CTCF in gene
regulation, including context-dependent transcriptional activation,
repression, insulation and imprinting (Phillips and Corces, 2009).
In this paper we show that CTCF is required for Halloween gene
expression and cholesterol homeostasis in the prothoracic gland
controlling steroidogenesis in Drosophila.
RESULTS AND DISCUSSION
CTCF controls the timing of larval development
The analysis of Drosophila developmental timing in CTCFy+6 null
mutant background (Gerasimova et al., 2007) revealed that larval
development was prolonged by two days on average in those mutant
animals that progressed to the larval/pupal transition (Fig. 1A). We
confirmed that the developmental delay in these animals was due
to the loss of CTCF by performing rescue experiments using
the UAS/Gal4 system. It has been reported that expression of
UAS-CTCF with ubiquitous drivers lead to embryonic lethality
while a single heat-shock during larval development of animals
containing a hsp70-Gal4 transgene (hs>) was sufficient to
phenotypically rescue the majority of CTCF mutant flies (Mohan
et al., 2007). Our analyses showed that a short pulse of CTCF
significantly rescued the developmental delay in CTCFy+6 mutants
(supplementary material Fig. S1). Indeed, although 90% of
CTCFy+6 larvae died before pupariation after a 20 min heat-
shock, some larvae did reach the pupal stage but pupariation was
delayed by more than 3 days. CTCF expression was able to partially
rescue both, lethality (around 75% of mutant larvae pupariate, data
not shown) and, importantly, developmental delay (pupariation was
clearly advanced by CTCF expression in the CTCFy+6 mutant
background, supplementary material Fig. S1).
The delayed pupariation of CTCFy+6 mutants suggested that the
ecdysone signaling pathwaymight be affected in these animals. Since
the insulator proteinCTCFplays an essential role in regulation of gene
expression, we analyzed the transcript levels of components acting at
different steps in ecdysone signaling pathway. It has been previously
reported that the ecdysone-induced protein 75B locus contains a
CTCF site involved in recruitment of the insulator protein CP190 in
response to the hormone and proper activation of gene expression
(Wood et al., 2011). Thus, we analyzed the expression of the
ecdysone-responsive gene E75B during larval development. We alsoReceived 13 April 2015; Accepted 23 April 2015
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analyzed the transcript levels of theEcdysone receptor (EcR),which is
activated by hormone to regulate expression of ecdysone-responsive
genes, PTTH, which is the peptide hormone that initiates steroid
production, and the Halloween genes spookier (spok) (Ono et al.,
2006) and disembodied (dib) (Chavez et al., 2000), two ecdysone
biosynthetic enzymes expressed in the PG. Our analyses showed no
changes in EcR transcriptional levels in CTCF mutant animals and
only a delay in the induction of the expression of E75B and PTTH,
each of which eventually showed transcript levels similar to controls
(Fig. 1B). However, we observed a reduction in the transcriptional
induction of two genes involved in ecdysone biosynthesis, spok and
dib. These results suggest that CTCF might regulate induction of
certain Halloween genes necessary for ecdysone synthesis.
Loss of CTCF in ecdysone-producing cells impairsHalloween
gene transcriptional activation
In order to analyze whether CTCF is required autonomously in the
ecdysone-producing cells themselves to regulate Halloween gene
expression we knocked down CTCF specifically in the PG using the
UAS/Gal4 system. A UAS-CTCF-RNAi construct combined with
UAS-dicer2 was expressed in the prothoracic cells using a PG-
specific phantom-Gal4 ( phm>) driver. We then measured the
transcript levels of the Halloween genes spok, dib, shadow (sad)
(Warren et al., 2002), neverland (nvd) (Yoshiyama et al., 2006),
phantom ( phm) (Niwa et al., 2004;Warren et al., 2004), noppera-bo
(nobo) (Enya et al., 2014) and shroud (sro) (Niwa et al., 2010).
Control larvae that only express phantom-Gal4 in a wild type
background exhibit a clear expression increase of these genes during
larval development (Fig. 2). The expression of these Halloween
genes is initially quite low during the early third-instar stage and
then rises, as previously reported (McBrayer et al., 2007). In
phm>CTCFRNAi background the transcript levels of dib, sad and
nobo were 2-5 fold lower in phm>CTCFRNAi larvae at the time
points of maximal induction (Fig. 2) and we observed almost no
induction of spok, which is one of the genes of the so-called Black-
Box that has been suggested to be a rate limiting step in ecdysone
synthesis (Warren et al., 2009). On the other hand, no clear
differences were observed for the Halloween genes nvd, phm and
sro indicating that CTCF is required specifically in ecdysone-
producing cells for activation of several, but not all of the ecdysone
biosynthetic enzymes.
We investigated the possibility that loss of CTCF in the PGmight
indirectly affect ecdysone production by modifying PTTH
signaling. First we analyzed whether the gene is expressed
normally and found that PTTH transcripts are only found in the
PG neurons in each brain hemisphere as in controls and the
transcript levels were not decreased. In fact they were actually
increased, during the prolonged larval stage (supplementary
material Fig. S2A and B). We also analyzed the expression of the
receptor torso and found similar transcript levels in phm>CTCFRNAi
knockdown as in control larvae (supplementary material Fig. S2C).
Therefore, our data indicate that loss of CTCF in the PG does not
likely interfere with PTTH signaling to the PG.
CTCF expression in the PG is required for proper timing of
ecdysone-signaling gene expression
Reduced levels of CTCF in the PG led to partial lethality at different
larval stages, but many knockdown animals were able to pupariate
although most died before eclosion. We analyzed developmental
timing in phm>CTCFRNAi knockdown larvae and we found that
larval development was prolonged by two days on average and was
less synchronous than control animals (Fig. 3A). We also measured
Fig. 1. Loss of CTCF produces developmental delay.
(A) The percentages of larvae of the indicated
genotypes that underwent pupariation were plotted
relative to the time in days after egg laying. Error bars
show s.d. of three independent experiments. (B)
Representative transcriptional profiles along time in
hours after egg laying of the indicated genes in wild type
and CTCFy+6 mutant larvae.
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the average time to ecdysis from the second to the third instar stage
and found that it was increased by around 8 h for CTCF knockdown
animals (supplementary material Fig. S3).
Since larval development was prolonged by two-three days in
phm>CTCFRNAi knockdown animals, we analyzed Halloween gene
expression at 168 and 192 h AEL. We found that transcript levels of
dib, nvd, phm and sro increased as in control animals during the
prolonged larval development (Fig. 3B). In contrast, even though at
the end of larval development there was some increase in spok, sad
and nobo transcription, transcript levels of these genes were always
significantly lower in phm>CTCFRNAi compared to control animals
(Fig. 3B). Moreover, difference for spok and nobo gene expression
between control and CTCF knockdown animals is even higher if
one considers that in control larva maximum expression is seen at
96 h and not 120 h of larval development (Fig. 2).
Interestingly, despite low transcriptional levels of some
ecdysone biosynthetic genes in phm>CTCFRNAi animals during
larval development, some animals are able to eventually mount a
sufficient hormone response to initiate metamorphosis. To analyze
whether there is a perturbation of ecdysone accumulation in these
animals, we measured the transcript levels of the ecdysone-responsive
gene E74B as a proxy for the ecdysone titer during the larval stage. In
control larvae transcript levels of E74B showed a peak at 96 h AEL
while in CTCF knockdown larvae a similar peak was reached but two
days later (Fig. 3C), consistent with the length of the developmental
delay exhibited by these mutant animals. These results are similar to
that seen in animals lacking PTTH which mount a proper, but
asynchronous, transcriptional response to ecdysone (McBrayer et al.,
2007). Taken together our results indicate that the production of
ecdysone, not the response to the hormone, is the source of delay in
CTCF knockdown animals.
We also analyzed the participation of the insulator proteins CP190
and Ibf1/2 whose binding sites were previously shown to significantly
overlap with CTCF-binding sites (Cuartero et al., 2014). We found
that developmental timing was normal in both phm>CP190RNAi and
phm>Ibf1/2RNAi larvae (data not shown), suggesting that the CP190-
Ibf1/2 insulator complex does not participate in CTCF-mediated
regulation of Drosophila steroidogenesis.
Developmental timing depends on CTCF-mediated
cholesterol homeostasis and ecdysone synthesis
Though phm>CTCFRNAi knockdown larvae showed low
transcriptional levels of the Halloween genes spok, sad and
nobo, they are able to induce ecdysone-responsive genes such
as E74B and most larvae still progressed to the larval/pupal
transition. However, pupariation was delayed in these animals,
suggesting that CTCF is needed for proper timing of high level
ecdysone production. To determine if low levels of ecdysteroids
are responsible for the developmental delay, we fed either
20-hydroxyecdysone (20E), which is the active form of the
hormone, or cholesterol (C), which is the precursor for ecdysone
biosynthesis in the PG, to phm>CTCFRNAi. Although some of the
20E-fed CTCF-knockdown larvae started to pupariate at the same
time as control animals, individuals of the phm>CTCFRNAi
population pupariate over a longer period of time (Fig. 4A). Since
it has been recently reported that Ecdysone (E) and 20E have
different effects on developmental timing of wild type larvae (Ono,
2014), we also fed E to phm>CTCFRNAi larvae but we did not
observe any differences with respect to 20E-fed larvae (data not
shown). On the other hand, when larvae were cholesterol-fed
puparium formation and adult eclosion were normal although
delayed by an average of one day. Indeed, we were only able to
efficiently rescue developmental delay and adult eclosion by
feeding larvae with both, 20E and C, suggesting that CTCF is
needed not only to synthesize ecdysone from cholesterol but also to
mediate cholesterol homeostasis in PG cells.
It has been reported that at the onset of pupariation there is an
increase of lipid droplets in PG cells that can be seen by Oil Red O
staining of precisely staged 120 h AEL wandering larvae (Talamillo
et al., 2013). At 120 h AEL, phm>CTCFRNAi PGs had a reduced
content of lipid droplets in comparison to controls (Fig. 4B,
compare middle and left panels), likely due to developmental delay.
However, there is also an increase of lipid droplets at the end of
larval development in phm>CTCFRNAi PG cells which tend to be
slightly higher than in control animals (Fig. 4B, compare right and
left panels and supplementary material Fig. S4). Since the
subcellular lipid accumulation phenotype of phm>CTCFRNAi PG
cells is similar to that of Niemann-Pick type C (npc) mutants
(Huang et al., 2005), we analyzed dnpc1a transcriptional levels but
we found no changes between control and phm>CTCFRNAi larvae
(data not shown). Increased lipid accumulation in the fat body in
EcR knockdown larvae has been reported (Kamoshida et al., 2012),
but our results show that EcR transcriptional levels do not change in
Fig. 2. CTCF knockdown in the prothoracic gland regulates expression of
the Halloween genes. Representative transcriptional profiles verses time in
hours after egg laying of the Halloween genes spok, dib, sad, nvd, phm, nobo
and sro in control (phm>w) and CTCF RNAi (phm>CTCFRNAi) larvae.
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CTCF mutant animals (Fig. 1B). On the other hand, as shown
above, CTCF expression in the prothoracic gland is required for
transcriptional activation of the Halloween gene nobo (Fig. 2),
which has been shown to be necessary for normal accumulation of
cholesterol in PG cells (Enya et al., 2014). Thus, the abnormal
accumulation of lipids droplets in CTCF knockdown animals are in
agreement with CTCF-mediated regulation of nobo gene
expression. These data along with results reported above showing
partial rescue in cholesterol-fed CTCF-knockdown larvae (Fig. 4A)
suggest a role of CTCF in sterol homeostasis in the PG.
In recent years evidence has accumulated that PTTH is a
major, but not the only, developmental signal that triggers
ecdysteroidogenesis; multiple factors, in particular nutritional
signals reflecting the general metabolic status of the larvae, act
directly on the PG to control ecdysteroidogenesis. Insulin and Target
of Rapamycin (TOR) pathways have been shown to play a direct role
in regulating ecdysone synthesis in the PG (Caldwell et al., 2005;
Colombani et al., 2005; Layalle et al., 2008; Mirth et al., 2005).
Insulin signaling has been studied extensively in Drosophila as a
regulator of tissue growth and involves activation of several
downstream factors including PI3K and AKT. In contrast, PTTH
signals through activation of the receptor Torso and the Erk pathway
(Rewitz et al., 2009). Interestingly, it has been reported that
CTCF plays a role in insulin-induced cell proliferation and acts
downstream of insulin-induced activation of both Erk and Akt (Gao
et al., 2007; Tsui et al., 2014). In addition to insulin/TOR, recent
work has shown that TGFβ/activin signaling is also essential for
ecdysone synthesis and developmental transitions (Gibbens et al.,
2011). It has been suggested that dSmad2, the major downstream
mediator of TGFβ signals, might participate directly in regulating
Halloween gene transcription. The observation that TGFβ promotes
complexes between Smad proteins and CTCF on the H19 imprinting
control region (Bergstrom et al., 2010), raises the possibility that
these complexes could also regulate Halloween gene transcription.
We searched for CTCF-binding sites in the promoter regions of
Halloween genes and we found motifs at less than −1 kb from TSSs
in all of them except nvd (supplementary material Fig. S5).
Nevertheless, it remains to be determined whether CTCF-mediated
induction of these genes is mediated through these sites and whether
complexes with other transcription factors might also be involved.
Conclusions
Here we show that the insulator protein CTCF plays important roles in
Drosophila steroidogenesis at two different levels: on one hand, CTCF
controls cholesterol homeostasis in the PG and, on the other hand,
CTCF is required for activation of the enzymes responsible for the
synthesis of the hormone.Whether these two events are coupled needs
further analyses but our data suggest that this is unlikely since to
efficiently rescue of developmental delay in CTCF-knockdown larvae
required both, ecdysone and cholesterol. Overall, our results suggest
that the insulator proteinCTCFmight bepart of amolecularmechanism
that couple nutritional input and timing of juvenile maturation.
Fig. 3. The increase in ecdysone signaling is delayed in
CTCF knockdown larvae. (A) The percentages of larvae
of the control (phm>w) and CTCF RNAi (phm>CTCFRNAi)
genotypes that underwent pupariation were plotted relative
to the time in days after egg laying. Error bars show s.d. of
three independent experiments. (B) Transcriptional levels
of Halloween genes in CTCF RNAi at the end of larval
development as fold changes relative to control (phm>w
120 h). Error bars show s.e.m. of at least three independent
experiments. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.1 with Student’s
t-test. (C) Temporal profile of ecdysone signaling gene
E74B transcriptional induction in control and CTCF RNAi
larvae. Error bars show s.e.m. of three independent
experiments.
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All flies were raised at 25°C on standard medium. The following transgenic
and mutant flies were used: CTCFy+6 (Gerasimova et al., 2007), phm-Gal4
(Rewitz et al., 2009), hsp70-Gal4 (Bloomington Drosophila Stock Center
#2077), UAS-dCTCF (Mohan et al., 2007) UAS-CTCF-RNAi (Vienna
Drosophila RNAi Center-VDRC #30713), UAS-CP190-RNAi (VDRC
#35078), UAS-Ibf1-RNAi (VDRC #35426), UAS-Ibf2-RNAi (VDRC
#42121) and UAS-dicer2 (VDRC #60008).
Staging larvae, developmental timing analyses and feeding
experiments
Females were allowed to lay eggs on apple juice agar plates for 2 h.
Synchronized new hatched first-instar larvae were placed on standard
medium supplemented with yeast at 25°C and allowed to develop to the
desired time points. For developmental timing analyses, 30 larvae were
placed per vial and pupariation timing was scored periodically. A single
heat shock (37°C) for 20 min at 24 h of development was performed
in rescue experiments. Feeding experiments were performed by adding
20-Hydroxyecdysone (Santa Cruz) at 0.33 mg/ml in ethanol and/or
Cholesterol (Sigma) at 0.35 mg/ml. Control larvae were fed with ethanol.
Quantitative RT-PCR
Total RNAs were extracted from ring gland+brain of precisely staged larvae
with TRIzol Reagent (Life Technologies) and purified with RNeasy Mini
Kit (Qiagen). cDNAs were prepared from 0.5 µg of RNA using the
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). qRT-PCR was
performed on Roche LightCycler 480 System (Roche) using LightCycler
480 SYBER Green I Master (Roche). Three independent biological
replicates for each genotype at each time point were performed.
Transcriptional levels were normalized to ribosomal protein RpL23.
Primers used are listed in supplementary material Table S1.
Oil Red O staining
Ring gland+brain were fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min, washed
twice in PBS and stained with Oil Red O (Sigma) solution at 0.06% in
isopropanol for 30 min. Samples werewashed and stained with DAPI before
mounting in Vectashield (Vector Laboratories). Single plane images were
taken with a confocal Leica TCS SP2-AOBS microscope.
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Ibf1 and Ibf2 are novel CP190-interacting proteins
required for insulator function
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Abstract
Insulators are DNA-protein complexes that play a central role in
chromatin organization and regulation of gene expression. In
Drosophila different proteins, dCTCF, Su(Hw), and BEAF bind to
specific subsets of insulators most of them having in common
CP190. It has been shown that there are a number of CP190-
binding sites that are not shared with any other known insulator
protein, suggesting that other proteins could cooperate with
CP190 to regulate insulator activity. Here we report on the identi-
fication of two previously uncharacterized proteins as CP190-
interacting proteins, that we have named Ibf1 and Ibf2. These
proteins localize at insulator bodies and associate with chromatin
at CP190-binding sites throughout the genome. We also show that
Ibf1 and Ibf2 are DNA-binding proteins that form hetero-oligomers
that mediate CP190 binding to chromatin. Moreover, Ibf1 and Ibf2
are necessary for insulator activity in enhancer-blocking assays
and Ibf2 null mutation cause a homeotic phenotype. Taken
together our data reveal a novel pathway of CP190 recruitment to
chromatin that is required for insulator activity.
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Introduction
Insulators are DNA-protein complexes that are thought to play a role
in chromatin organization and the regulation of gene expression by
mediating intra- and interchromosomal interactions (Maeda &
Karch, 2007; Wallace & Felsenfeld, 2007; Van Bortle & Corces,
2013). Insulators have been characterized in all organisms, from
yeast to humans (West et al, 2002; Valenzuela & Kamakaka, 2006).
In Saccharomyces cerevisiae and S. pombe insulators are primarily
promoters of highly active RNA pol II and RNA pol III transcribed
genes or TFIIIC-bound sequences that block the spread of silencing
(Oki & Kamakaka, 2005; Noma et al, 2006). In metazoans, although
there are some examples of gene promoters functioning as insulators
(Lunyak et al, 2007; Chopra et al, 2009) and it has recently been
shown that tRNA genes have insulator activity (Ebersole et al, 2011;
Raab et al, 2012), most of the insulators are autonomous DNA-pro-
tein complexes. Vertebrates possess only one known insulator pro-
tein, CTCF, while in Drosophila different proteins, dCTCF, Su(Hw),
BEAF and GAGA, bind to the different insulators characterized. In
addition, CP190 protein seems to be common to all of them (Gurud-
atta & Corces, 2009; Ahanger et al, 2013). Several studies indicate
that insulator elements and the proteins they bind play a fundamen-
tal role in development and disease. In Drosophila, the bithorax and
antennapedia complexes contain several transcriptional regulatory
sequences that orchestrate the complex spatio-temporal expression
of the homeotic genes present in these regions. Several studies have
shown that the proper interplay between these regulatory sequences
requires the function of different insulators (Karch et al, 1994;
Barges et al, 2000; Belozerov et al, 2003; Perez-Lluch et al, 2008).
Recently, CTCF occupancy was mapped in different cell types and
showed much more widespread differential occupancy than previ-
ously suggested (Shen et al, 2012). Cell type-specific CTCF sites
significantly overlapped with enhancers suggesting a role of these
insulator sites in regulation of gene expression. On the other hand, it
has been reported that CTCF-binding sites conserved between cell
types represent an organizational pattern present in all cells, regard-
less of the developmental stage and tissue (Kim et al, 2007;
Cuddapah et al, 2009) and it has been proposed that they delineate
chromatin structures required for conserved genome functions that
can be related to human diseases (Martin et al, 2011).
Several genome-scale mapping analysis of insulator protein-
binding sites have been performed in flies and mammals (Kim
et al, 2007; Bushey et al, 2009; Negre et al, 2010; Schwartz et al,
2012). Insulator proteins localize to thousands of sites character-
ized by conserved target sequences (Schwartz et al, 2012; Van
Bortle et al, 2012). These observations and data obtained in the
analysis of insulator protein recruitment in Drosophila in
response to different stimuli, such as heat-shock response or
ecdysone signaling (Wood et al, 2011) suggest that insulator
activity must be controlled at the level of insulator protein
binding to DNA, wherein differences in DNA motifs can influ-
ence protein occupancy levels and features of insulator function.
It has been reported that distinct rules govern the binding of an
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insulator protein to different classes of sites, which sometimes
involve cooperation between several insulator proteins. It has
been also shown that there are a number of CP190-binding sites
that are not shared with any other known insulator protein,
suggesting that there should exist more proteins that cooper-
ate with CP190 to regulate insulator activity (Schwartz et al,
2012).
Here, we report on the identification of two novel DNA-binding
proteins that mediate CP190 recruitment to chromatin and on the
characterization of their role in insulator activity.
Results
Identification of two novel CP190-interacting proteins
Multiprotein complexes containing CP190 were purified to identify
previously undescribed interacting proteins. To this end, a S2
Drosophila embryonic cell line expressing a CP190-TAP fusion protein
was obtained. Nuclear extracts from that stable cell line were used
to purify proteins that are associated with the CP190-TAP following
a modified TAP procedure (see Materials and Methods). Eluates
were analysed by SDS-polyacrylamide gradient gel electrophoresis
which revealed multiple bands (Fig 1A). LC/MS analyses without
prior electrophoretic separation were carried out and several differ-
ent polypeptides that copurified with CP190-TAP in three indepen-
dent purifications were identified (Table 1 and Supplementary
Table S1). As expected, some of them corresponded to previously
characterized CP190-associated proteins such as CP60 and the
insulator factors CTCF, mod(mdg4)67.2 and Su(Hw) (Table 1). In
addition to them, the products of two genes, CG8436 and CG9740
that consistently copurified with CP190-TAP were identified (Mascot
scores of 500–250 and several identified peptides corresponding
30–50% sequence coverage). Since the molecular function of
these proteins was not known we propose to name CG8436
Insulator binding factor 1 (Ibf1) and CG9740 Insulator binding factor
2 (Ibf2). A few other polypeptides were also identified but with
lower scores.
We performed coimmunoprecipitation experiments to confirm
the interaction between CP190, Ibf1 and Ibf2 and to this end we
raised antibodies against CP190, Ibf1 or Ibf2 proteins (see Materials
and Methods and Supplementary Fig S1). Epitope-tagged proteins,
Ibf1-HA and Ibf2-V5, were transiently expressed in S2 cells and
immunoprecipitation with aCP190 antibodies resulted in coprecipita-
tion of both Ibf1-HA and Ibf2-V5 (Fig 1B, upper and middle panels).
No coimmunoprecipitation was observed when no antibodies were
added. Moreover, immunoprecipitation assays of endogenous
proteins showed that Ibf2 was significantly enriched in the immuno-
precipitated samples with the different antibodies (Fig 1B, lower
panel). This assay also showed that immunoprecipitation with aIbf1
results in quantitative coprecipitation of Ibf2 suggesting that both
proteins form a stable complex in the cell.
Having identified Ibf1 and Ibf2 as CP190-interacting proteins we
asked whether these proteins colocalize in the cell. Immunolocaliza-
tion assays in third instar larvae imaginal discs showed that both
proteins are distributed in a non-uniform pattern in nuclei of diploid
cells where they overlap with CP190 at insulator body sites
(Fig 1C).
Ibf1 and Ibf2 colocalize with CP190-binding sites throughout
the genome
In order to obtain high-resolution information about the genome-
wide chromatin association of Ibf1 and Ibf2 and their relationship
with CP190 distribution pattern, we performed ChIP-seq analyses
in S2 cells using aCP190, aIbf1 and aIbf2 antibodies. We found
2,070 CP190 peaks, 613 Ibf1 peaks and 788 Ibf2 peaks (Fig 2A).
Comparison of Ibf1 and Ibf2 ChIP-seq profiles indicates extensive
overlap between them (Fig 2B, total number of binding sites and
Fig 2C, binding profiles over a large region of chromosome 2L as an
example). Indeed, more than 99% of Ibf1 overlap with Ibf2-binding
sites and the higher signals observed in the Ibf2 ChIP-seq analysis
are due, most likely, to technical differences in the immnunopre-
cipitation efficiency (Fig 2C). These data along with the coimmuno-
precipitation results reported above indicate that Ibf1 and Ibf2
form hetero-dimers that bind chromatin altogether. These analyses
also showed that CP190 binds to most of the Ibf1 and Ibf2 sites
(85% and 80% respectively) whereas only 25% of CP190 binding























Figure 1. Ibf1 and Ibf2 associate with CP190.
A Silver staining of 10% of the eluted proteins from CP190-TAP purification.
B Western blot using aHA (upper panel) or aV5 (middle panel), and aIbf2
(lower panel) of nuclear extracts of either transiently transfected S2 cells
with tagged-proteins (upper and middle panel) or S2 cells (lower panel)
that were subjected to immunoprecipitation with the indicated antibodies
(aCP190, aIbf1, aIbf2) or no antibodies (mock). Input corresponds to 10%
of the immunoprecipitated material.
C Immunolocalization of CP190 (green) and Ibf1 (red, upper panel) or Ibf2
(red, lower panel) in imaginal disc cells. DNA is stained with DAPI (blue).
Source data are available online for this figure.
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results suggest that Ibf1 and Ibf2 participate in only a subclass of
CP190 insulators.
We have also examined the location of Ibf1 and Ibf2 binding sites
in relation to genetic features and we have analyzed the distribution
based on whether sites are located either in intergenic regions,
inside genes or overlapping the start or the end of the most proximal
gene. As reported for other insulator proteins, Ibf1 and Ibf2 are
preferentially located in intergenic regions (intergenic + promoter
proximal in Supplementary Fig S2). Ibf1 and Ibf2 distribution
patterns are essentially identical between them and similar to CP190
pattern although CP190 is more enriched at transcriptional start
sites than the others (Supplementary Fig S2).
We next compared Ibf1 and Ibf2 genomic locations with that of
the other insulator proteins taking advantage of the ChIP-chip/ChIP-
seq results of the modENCODE database. More than 90% of
CP190-binding sites from this study correspond to CP190 sites in the
ChIP-chip assay of the modENCODE project being the much greater
number of CP190-binding sites found by the modENCODE project
likely the consequence of a difference in the levels of stringency
applied (Supplementary Fig S3, compare upper and lower panels).
Moreover, similar to the comparison reported above, most of Ibf1
and Ibf2 binding sites overlap with modENCODE CP190 sites
(Supplementary Fig S4).
Comparison of Ibf1 and Ibf2 with the other insulator-binding
proteins showed a stronger overlap between Ibf1/Ibf2 and CTCF
peaks than either Su(Hw) or BEAF (Supplementary Fig S4).
Recently it has been shown that CP190-binding sites can be found
either alone or overlapping with different combinations of the insu-
lator proteins Su(Hw), CTCF and BEAF (Schwartz et al, 2012). We
found that Ibf1 and Ibf2 are present in only some of the co-binding
groups reported by Schwartz et al (Supplementary Fig S5). Indeed,
about 70% of co-bound CP190-CTCF sites, either containing Su(Hw)
and mod(mdg4) or not, are also bound by Ibf1 and Ibf2 while these
proteins can rarely be found in CP190-BEAF or CP190-Su(Hw)-mod
(mdg4) groups. On the other hand, Ibf1 and Ibf2 can be found in
some of the CP190 standalone sites but not in CTCF, Su(Hw) or
BEAF standalone sites. Altogether these results indicate that Ibf1
and Ibf2 always associate with CP190 insulators which can also con-
tain other insulator proteins, preferentially CTCF.
Ibf1 and Ibf2 cooperate with CP190 to regulate gene expression
To characterize a role of Ibf1 and Ibf2 on gene expression and their
relationship with CP190 we analyzed genomic changes in gene
expression after depletion of these proteins in S2 cells. Since we
could not obtain a significant knock-down after Ibf1 RNAi treatment
we performed the analyses for CP190 and Ibf2 (see later in the text
results indicating that Ibf2 mutation is likely to correspond to Ibf1/
Ibf2 mutation regarding chromatin regulation). RNAi treatments
decrease both CP190 and Ibf2 mRNA levels 4–5-fold and protein lev-
els 2–3-fold (Supplementary Fig S6). As previously reported for
CP190 and other insulator proteins (Bartkuhn et al, 2009; Schwartz
et al, 2012), there is only a small number of genes that showed clear
changes in their levels of expression after CP190 or Ibf2 knock-
downs. We found both repressive and activating effects on gene
Table 1. CP190-interacting partners identified. List of identified CP190-interacting proteins ranked by the total number of peptides found by
mass spectrometry in one representative experiment.
Name Peptides Score Coverage (%) Function
CP190 39 2676 47.4 Insulator protein
CP60 17 1135 48.0 Microtubule-associated protein
Su(Hw) 10 547 13.0 Insulator protein
CG8436 9 619 49.2 Unknown
Mod(mdg4)67.2 7 502 17.7 Insulator protein
CG9740 5 341 51.8 Unknown
Pita 4 193 10.0 DNA binding protein








































Figure 2. Genome-wide Ibf1, Ibf2 and CP190 colocalization.
A A summary of the whole-genome peak analysis for CP190, Ibf1 and Ibf2.
We defined peaks as locations within the enriched regions with a
coverage difference between IP and input above 100 reads.
B A Venn diagram indicating the number of binding sites that overlap
between CP190, Ibf1 and Ibf2.
C Representative ChIP-seq data for CP190, Ibf1 and Ibf2 over a 400-kb
region of chromosome 2L. CP190 peaks are indicated by a blue circle, Ibf1/
Ibf2 peaks are indicated by a red circle and overlapping peaks are
indicated by purple circles.
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expression. As shown in Fig 3A genes that change significantly their
expression levels (those outside the blue circles) are mainly located
in the upper right and lower left quadrants, meaning that they are
genes that change in the same direction in both depletions. How-
ever, it must be noted that several of those differentially expressed
genes do not fall close to the diagonal meaning that they are highly
affected in one knockdown but not in the other. In order to evaluate
the degree of co-regulation between Ibf2 and CP190 we plotted
changes in expression for all the genes in the two knockdown condi-
tions (Fig 3A) and we computed the Spearman’s rank correlation
between log2 fold changes. The Spearman’s correlation value
obtained was 0.588 (P value < 0.0001), suggesting that these
proteins cooperate in the regulation of gene expression.
Moreover, as it has been previously reported for vertebrate
CTCF-binding sites (Kim et al, 2007), we have found that there is a
significant concentration of Ibf1/Ibf2/CP190-binding sites at genes
that display alternative promoter usage (Fig 3B). Indeed, the propor-
tion of genes with different TSSs that contain peaks of these proteins
is threefold compared with genes that do not contain alternative
promoters suggesting that Ibf1, Ibf2 and CP190 can be functionally
linked in the regulation of levels of alternative transcripts or their
tissue specificity.
Ibf1 and Ibf2 are necessary for insulator activity
We next asked whether Ibf1 and Ibf2 play a role in insulator func-
tion and to answer this question we performed enhancer-blocking
assays. The ChIP-seq assays reported above showed strong Ibf1 and
Ibf2 binding to the Fab-8 boundary element of the BX-C (Fig 4A).
Thus, to perform enhancer-blocking assays we obtained transgenic
lines containing the Fab-8 boundary element (Barges et al, 2000)
located between the white enhancer and the miniwhite reporter
gene (see Materials and Methods). We obtained several lines show-
ing enhancer-blocking activity of Fab-8 (see Materials and Methods,
Fig 4 and Supplementary Fig S7).
On the other hand we obtained mutant alleles of Ibf1 and Ibf2 in

























Figure 3. Ibf1 and Ibf2 cooperate with CP190 to regulate gene
expression.
A Log2 fold-changes in knockdown Ibf2 or CP190 conditions versus mock
RNAi are plotted for visualization of the correlation between both
conditions. Each dot represents a gene. Blue circles indicate 50% and 90%
of total number of genes, respectively. The diagonal line corresponds to a
perfect correlation of +1.
B The graph shows proportion of genes containing CP190, Ibf1 or Ibf2 peaks.
AP indicates genes with alternative promoters and No AP genes without
alternative promoters. *** indicates that differences are statistically



















Figure 4. Insulator activity of Ibf1 and Ibf2.
A ChIP-seq data for Ibf1, Ibf2 and CP190 on the Abd-B gene. Location of the
Fab-8 boundary element is indicated.
B Eye color of representative flies in enhancer-blocking assays using the
transgenic line F8134.1 in wild-type and heterozygous CP190H312, Ibf1DRB1
and Ibf2GSV17 mutant backgrounds.
C Eye color of representative flies in enhancer-blocking assays using the
transgenic line F8109.6 in wild-type, heterozygous and homozygous
Ibf2GSV17 mutant backgrounds.
D Abdomen cuticles of Ibf2GSV17 heterozygous and homozygous females.
Arrows indicate bristles in the A7 sternite showing different orientations,
either toward the mid axis in heterozygous females (left panel) or towards
the lateral sides in homozygous females (right panel).
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CG8436/Ibf1 or CG9740/Ibf2 genomic regions (Supplementary
Fig S8). The PBac[RB]CG8436e03576 strain, which express normal
levels of Ibf1 (data not shown), contains a P element inserted in the
first intron of Ibf1 close to the second exon of the gene. After mobili-
zation of the transposon one of the lines obtained (Ibf1DRB1) harbors
a deletion of DNA sequences from the second exon until the end of
the Ibf1 gene and the promoter and part of the coding sequence of
the contiguous VhaM8.9 gene. Therefore, this strain is expressing
only the first exon of Ibf1, likely rendering the gene nonfunctional.
However, it also corresponds to a VhaM8.9 mutant allele, since the
deletion includes the transcription start site and part of the coding
sequences of this gene. Homozygotes Ibf1DRB1 did not reach third
instar larval stage due to, at least in part, VhaM8.9 mutation. The
p[GSV6]GS16482 strain contains a P element inserted in the coding
sequence of the Ibf2 gene which interrupts the Ibf2 protein at amino
acid 22. After mobilization of this element we selected for lines
(Ibf2GSV) that no longer express the white gene from the transposon
sequences but still contain part of the transposon that renders the
Ibf2 gene nonfunctional (see Fig 6C, upper panel, Western blot
assay showing absence of Ibf2 protein in Ibf2GSV17 mutant back-
ground). Both, Ibf2GSV17 homozygotes and Ibf2GSV17/Df(3R)ED5339
transheterozygotes showed reduced viability (60–70%), male steril-
ity and many of the eclosed flies were short-lived.
We found a significant relief in enhancer-blocking using trans-
genic lines containing the Fab-8 boundary element in both Ibf1 and
Ibf2 mutant backgrounds, since heterozygote Ibf1DRB1 or Ibf2GSV17
mutant flies showed a clear increase in the eye pigmentation similar
to the one observed in the CP190H31-2 mutant background (Fig 4B).
Indeed, 66 out of 74 Ibf1DRB1 heterozygote individuals and 149 of
152 Ibf2GSV17 heterozygote individuals have darker eyes compared
with wild-type flies. Similar effects were obtained using other inde-
pendent Fab-8 transgenic lines and another Ibf2 mutant background,
Ibf2GSV20 (Supplementary Fig S7). Moreover, a small but significant
increase in eye color was seen in Ibf2GSV17 homozygous condition
(Fig 4C). Thus, we can conclude that Fab-8-mediated enhancer-
blocking requires both Ibf1 and Ibf2.
Furthermore, Ibf2GSV17 homozygous females exhibit a loss-of-
function homeotic transformation similar to the one observed in
Fab-8416 flies, which carry a deletion of the Fab-8 boundary element
(Barges et al, 2000). In adult mutant females the bristles in the A7
sternite have lost their orientation, which in wild-type is toward
the mid axis, and resemble that normally found in more anterior
sternites. Indeed, bristles in 70% of Ibf2GSV17 homozygous females
exhibit a vertical outward orientation indicating A7 to A6 transfor-
mation while only 14% of Ibf2GSV17 heterozygous females show this
homeotic transformation (Fig 4D). This homeotic transformation
is also present at similar frequency in homozygotes for the P-element
insertion in the original p[GSV6]GS16482 strain and in Ibf2GSV17/
Df(3R)ED5339 transheterozygotes (75% and 72% respectively).
Ibf1 and Ibf2 are related proteins that contain a BED finger
DNA-binding domain
Ibf1 and Ibf2 are encoded by two genes, CG8436 and CG9740,
located one next to the other in chromosome 3R at position 85D6
(Supplementary Fig S8). These two genes are transcribed in diver-
gent orientations with TSS separated by 470 bp, giving rise to two
polypeptides of 242 and 195 amino acids respectively. A BLAST
search of similar proteins in the Drosophila melanogaster databases
performed with either Ibf1 or Ibf2 retrieved in both cases just one
hit, which was either Ibf2 or Ibf1 respectively. Sequence alignment
by ClustalW showed 18.7% of identity between both proteins with a
highly conserved region in the N-terminal part of them (Supplemen-
tary Fig S9). A visual inspection of these regions showed a pattern
of cysteines and histidines which could form a metal-chelating struc-
ture. Further analysis revealed that these proteins contain a BED
finger, a DNA-binding domain that is present in the chromatin-
boundary element binding proteins BEAF and DREF (Aravind,
2000). They share a signature of Cx2CxnHx3-5[H/C], with xn a vari-
able spacer that is predicted to form a zinc finger (Fig 5A). BED pro-
teins also contain a motif of two highly conserved aromatic residues
separated by a polar residue which is partially conserved in Ibf1 and
Ibf2 proteins. Besides, these proteins also possess a region enriched
in basic residues located N-terminal to the BED domain, which in
other proteins has been suggested to be involved in DNA contacts
(Aravind, 2000).
The presence of DNA-binding ability in diverse BED domains
suggests that Ibf1 and Ibf2 could bind directly to DNA. Therefore,
we searched for conserved motifs in the ChIP-seq data using the
rGADEM package. In Ibf1, Ibf2 and CP190 binding sequences we
found not only the canonical CTCF and Su(Hw) motifs and a motif
that has been reported to be related to CP190 binding, either directly
or by means of an unknown protein (Schwartz et al, 2012), but also
a new motif that we have named Ibf (Fig 5B). While CTCF, Su(Hw)
and CP190 consensus motifs are present in similar percentages in
either Ibf1, Ibf2 or CP190 binding sequences (Fig 5C), the Ibf motif
was preferentially enriched in Ibf1 or Ibf2 binding sites (58–57%)
compared to CP190-binding sites (21%). Moreover, this motif is
present in only 7% of the CP190 peaks that do not contain Ibf1/Ibf2
whilst it is present in 50% of the CP190-binding sites that also bind
Ibf1/Ibf2 (data not shown). Therefore, we hypothesized that this
motif corresponds to the Ibf motif and we analyzed DNA binding in
vitro by electrophoretic mobility shift assays (EMSA). We used a
radioactively labeled oligonucleotide containing the Ibf motif and
bacterially expressed purified Ibf1 and Ibf2 proteins (Fig 5D). These
assays showed that both proteins bind specifically to the Ibf
sequence since the retarded complex was eliminated when non
labeled Ibf oligonucleotide was used as competitor but not when the
competitor contains a mutated Ibf motif (see Materials and Methods
for sequences). Thus, Ibf1 and Ibf2 bind directly to DNA suggesting
that they could be involved in CP190 recruitment to chromatin at
sites where they colocalize.
Ibf1/Ibf2 complex mediate CP190 binding to chromatin
To further characterize the mechanisms involved in Ibf1 and Ibf2
insulator function we analyzed whether Ibf1, Ibf2 and CP190 bind-
ing to chromatin depend on each other. To this end we performed
immunolocalization assays in mutant alleles using either the
Ibf2GSV17 mutant allele that corresponds to a null Ibf2 mutation (see
above in the text and Fig 6C) or the combination of CP190P1/
CP190P11 alleles that behaves as a null CP190 mutation (Pai et al,
2004). These assays showed that the levels of Ibf1 on polytene chro-
mosomes in the Ibf2GSV17 mutant allele are dramatically reduced
(Fig 6A). Since lack of Ibf1 binding in the Ibf2 mutant background
could also reflect a contribution to synthesis and/or stability of the
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protein we have analyzed Ibf1 mRNA and protein levels in Ibf2
mutant lines. While Ibf1 mRNA levels are slightly increased in Ibf2
mutant larvae (Fig 6B), protein levels are reduced by a factor
between two and four (Fig 6C). These results strongly suggest desta-
bilization of Ibf1 protein due, most likely, to its inability to associate
with Ibf2 in the complex that binds chromatin. Similar results were
reported for several components of the polycomb PRC2 complex
when their binding to chromatin was impaired (Tan et al, 2007). On
the contrary, both Ibf1 and Ibf2 appear normal in CP190 mutant
polytene chromosomes (Fig 6D and Fig 6E respectively). Altogether
these results indicate that Ibf1 needs Ibf2 to associate with chro-
matin whereas these proteins do not require CP190 to bind to
chromatin.
On the other hand, CP190 appears to be present at normal levels
in polytene chromosomes in the Ibf2 mutant background (Supple-
mentary Fig S10A). However, the results reported above show that
the majority of CP190-binding sites do not correspond to Ibf1 and
Ibf2 sites (Fig 2) and therefore shouldn’t be affected in Ibf1/Ibf2
mutant conditions rendering the analyses in polytene chromosomes
not conclusive. To unambiguously determine whether CP190 bind-
ing depends on Ibf1/Ibf2 we performed ChIP assays in wild-type
and Ibf2GSV17 mutant larvae that behave as an Ibf1/Ibf2 null muta-
tion regarding chromatin regulation, since we have found that Ibf1
is not able to bind chromatin in the absence of Ibf2 (Fig 6A). Our
analyses showed a reduction in CP190 binding in the Ibf2 mutant
background at the Fab-8 boundary element of the BX-C, where Ibf1
and Ibf2 colocalize with CP190 (Fig 6F). Moreover, our results also
show a clear reduction in CP190 binding at other sites where the
three proteins colocalize (CP1 and CP2 in Fig 6F) while CP190
remained associated to regions that do not correspond to Ibf1/Ibf2
binding sites (CP3 and CP4 in Fig 6F). In order to obtain genome-
wide information about the effect of Ibf depletion on CP190 binding
to chromatin we performed ChIP-seq analyses in wild-type and
Ibf2GSV17 mutant larvae using aCP190 antibodies. These assays
show that in wild-type larvae CP190 is bound to a fraction of the
Ibf1/Ibf2 binding sites reported above (Fig 6G). This is in agreement
with a previous report showing cell type-specific binding for another
insulator protein (Shen et al, 2012). These assays also show that
depletion of Ibf2 causes a reduction in the presence of CP190 on Ibf-
binding sites (Fig 6G and see as an example Supplementary Fig S10,
peak highlight with a red asterisk). Moreover, there are many
CP190 peaks which, although still present in the mutant back-
ground, show a clear reduction in the levels of the protein (see for
example Supplementary Fig S10, peak highlight with a blue aster-
isk). Altogether, these results indicate that Ibf proteins participate in











S E D F Y R T H G F T A N L E N G K - - - - - - Y S A T C H F C E K V L Q N T A L - - - - - - - - - S R L S L H R Q T - C D A R R
K D E T W K K L G F L P A F K G G K D G E P K K Y R A L C T H C R K C Q S N T S I - - - - - - - - - D R L I I H R K S - C L K F R
K S C V W R F F N L V Q C D D H I E P - - - - - - Y A C C K T C G D L L S Y S G K T G T - - - - - - G S L L R H R C L - H S S S S
V S N V W Q H Y D I N E E C E N - - - - - - - - - F A I C R Y C G N N I S R G G M A S N L K G N N T T N L W T H L R H K H R D E V




























CTCF Su(Hw) *CP190 Ibf
Figure 5. Characterization of Ibf1 and Ibf2 DNA-binding activities.
A Alignment of Ibf1, Ibf2, BEAF and DREF BED finger domains. Numbers on the left side indicate the position of the amino acid in the corresponding protein. The
shading is according to the BED finger domain consensus: the metal-chelating residues are shown in red shading whereas yellow, green and blue shading indicate
aromatic, polar and hydrophobic residues respectively.
B The logo representation of sequence motifs characteristic of CTCF, Su(Hw), CP190 and Ibf binding sites defined by the rGADEM algorithm. * in CP190-binding site
indicates that the motif has been reported to be related to CP190 binding either directly or by means of an unknown protein.
C The presence of CTCF, Su(Hw), CP190 and Ibf motifs within Ibf1, Ibf2 and CP190 genomic binding sites.
D EMSA analyses of Ibf1 and Ibf2 DNA-binding activity. The Ibf motif probe was incubated with bacterially expressed proteins. Where indicated, a competitor
oligonucleotide containing either the Ibf motif (Ibf) or a mutated Ibf motif (Ibfm) was added.
Source data are available online for this figure.
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Figure 6. Ibf1/Ibf2 complex mediates CP190 binding to chromatin.
A Patterns of immunolocalization of Ibf1 (red) in polytene chromosomes obtained from mutant Ibf2GSV17 larvae that were mixed and squashed together with control
wild-type larvae. DNA is stained with DAPI (blue).
B Quantitative RT-PCR analysis of the levels of Ibf1 in control wild-type and mutant Ibf2GSV17 larvae. Relative Ibf1 mRNA expression was determined in relation to
Rp49 expression. Data are presented as mean  s.d.
C Western blot analyses with aIbf1 or aIbf2 antibodies of protein extracts (twofold increasing amounts) from control wild-type and mutant Ibf2GSV17 larvae. The signal
obtained with aTubulin antibodies was used as a loading control.
D Patterns of immunolocalization of Ibf1 (red) in polytene chromosomes obtained from mutant CP190P1/P11 and wild-type larvae. DNA is stained with DAPI (blue).
E Patterns of immunolocalization of Ibf2 (red) in polytene chromosomes obtained from mutant CP190P1/P11 and wild-type larvae. DNA is stained with DAPI (blue).
F ChIP-qPCR using antibodies against CP190 and primers for the Fab-8 boundary element and a set of randomly chosen CP190-binding sites that are either Ibf1/Ibf2
binding sites (CP1 and CP2) or not (CP3 and CP4). Average enrichments (normalized to the input sample) are plotted as the ratio of precipitated DNA in wild-type or
Ibf2GSV17 mutant relative to wild-type larvae. Error bars show s.e.m. of three independent biological replicates.
G Proportion of CP190 peaks in either wild-type or mutant Ibf2GSV17 larvae that overlap Ibf2 sites identified above (Fig 2).
H Proportion of CP190 peaks in either wild-type or mutant Ibf2GSV17 larvae that overlap CTCF, Su(Hw) or BEAF sites (modENCODE _283_331 and _274 files
respectively).
Source data are available online for this figure.
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ize. Nevertheless, these assays also show that there are some
CP190-Ibf2 overlapping sites that are unaffected by Ibf2 depletion
(see for example Supplementary Fig S10, peak highlight with a black
asterisk) suggesting that CP190 binding to these sites depends on
other insulator DNA-binding proteins. As reported above, our
results point to a special participation of Ibf1/Ibf2 complex in CP190
insulators that also contain CTCF. In order to characterize this
further we analyzed the proportion of CP190-binding sites in either
wild-type or mutant Ibf2GSV17 larvae that overlap CTCF, Su(Hw) or
BEAF sites. These analyses reveal that CP190 sites that are lost in
the Ibf2 mutant condition overlap significantly with CTCF sites
while CP190 sites that are maintained in the absence of Ibf2 more
often correspond to Su(Hw) sites (Fig 6H).
Overall, we can conclude that the Ibf1/Ibf2 complex mediates
CP190 recruitment to chromatin at sites where they colocalize and
that these proteins are required for insulator function.
Discussion
In this study we have identified Ibf1 and Ibf2 as two novel CP190-
interacting proteins and we have shown that these proteins are able
to bind DNA with affinity and specificity. The mechanistic interde-
pendencies between CP190 and sequence-specific DNA-binding
proteins such as Su(Hw), CTCF and BEAF, although extensively
analyzed in immunolocalization and ChIP assays, are still not fully
understood. It has been shown that CP190 depends on Su(Hw) to
associate with the gypsy insulator but this dependence is not clear
for endogenous Su(Hw)-dependent insulators (Pai et al, 2004).
CP190 and CTCF cooperate with each other to bind chromatin but
different studies showed different degrees of interdependence (Gera-
simova et al, 2007; Mohan et al, 2007; Wood et al, 2011). Recently,
a study taking into account quantitative aspects of binding revealed
several classes of binding sites occupied by specific combinations of
insulator proteins and proposed the existence of still unknown play-
ers (Schwartz et al, 2012). Our results demonstrate a novel pathway
of CP190 recruitment to chromatin which involves binding to a
complex formed by two previously uncharacterized proteins, Ibf1
and Ibf2. These findings add more complexity to insulators and
could explain previously controversial observations on the mecha-
nistic interdependencies between CP190 and the previously charac-
terized DNA-binding proteins CTCF, Su(Hw) and BEAF.
Nevertheless, there are still several CP190-binding sites that neither
colocalize with previously known insulator proteins nor with Ibf1
and Ibf2 suggesting that there may be additional unknown DNA-
binding proteins involved in insulator function in Drosophila.
In this study we have shown that Ibf1 and Ibf2 contain a BED
finger which is a DNA-binding domain that is also present in the
insulator protein BEAF and several transposases distributed over the
eukaryotic crown group. This suggests that in Drosophila the BED
finger has been recruited for cellular functions from transposases to
regulate his own chromatin structure. It has been shown that BEAF
insulator protein separates close head-to-head genes with different
patterns of transcriptional regulation (Yang et al, 2012). On the
other hand, previously reported studies showed concentration of
CTCF-binding sites at genes that contain alternative promoters in
vertebrates (Kim et al, 2007) and the correlation of CTCF binding to
the protocadherina gene with alternative isoform expression (Mona-
han et al, 2012). Our results show that Ibf1, Ibf2 and CP190-binding
sites are clearly enriched at genes with alternative promoters
suggesting a role for these proteins in the selection of promoters in
distinct cell types along development.
Recent data indicate that chromatin insulators outgrow the
classical barrier and enhancer-blocking roles that defined these
elements; they appear to be involved in mediating long-range inter-
and intra-chromosomal arrangements that can direct the nuclear
co-localization of specific sequences playing a crucial role in the
regulation of gene expression. The insulator proteins CP190 in
Drosophila and CTCF-cohesin in mammals have been shown to
mediate protein-protein interactions resulting in the organization of
the chromatin into loops. It is tempting to speculate that Ibf1 and
Ibf2, besides recruiting CP190 to chromatin, can help this protein in
the establishment or maintaining of the interactions between differ-
ent insulator elements; we have shown that both, Ibf1 and Ibf2, are
able to bind specifically to the same DNA motif but the results of
genome-wide analyses presented here strongly suggest that they do
not compete for binding to DNA. Ibf1 and Ibf2 are similar proteins
encoded by two genes that are located one next to the other in the
genome suggesting that they arose from a gene duplication event.
Our analyses show that both proteins are required for insulator
activity since mutation of any of them has an effect in enhancer-
blocking assays and our results indicate that Ibf1 and Ibf2 form a sta-
ble complex in the cell. It has been shown that duplication of genes
coding for homodimers is frequently accompanied by conservation
of protein interactions permitting functional diversification (Pereira-
Leal et al, 2007). Ibf1 and Ibf2 contain, besides the N-terminal DNA-
binding domain, a conserved region at the C-terminal part that could
account for Ibf1-Ibf2 protein interactions. Although further investiga-
tion will be needed to characterize whether both, Ibf1 and Ibf2, or
which one of them, support chromatin contacts and/or protein-
protein interactions with CP190, our results clearly show that Ibf1/Ibf2
complex binds to chromatin and to CP190 and they suggest that this
complex might be able to interact with two different insulator
elements contributing to the loop organization of the chromatin.
Materials and Methods
Fly stocks
p[GSV]GS16483 was obtained from DGRC (Indiana University),
pBac[RB]CG8436e03576 from the Exelixis Collection (Harvard Medi-
cal School) and Df[3R]ED5339 was obtained from Bloomington
Drosophila Stock Center (Indiana University). CP190P1 and
CP190P11 were obtained from V. Corces (Pai et al, 2004).
Ibf2 mutant lines were obtained by mobilization of the P element
from p[GSV]GS16483 followed by selection of lines that either kept
part of the transposon or delete enough DNA sequences to also
affect Ibf1 gene. We obtained 40 white minus lines, among them,
none with a lesion affecting both genes and 13 lines that kept parts
of the transposon. The integrity of the genomic sequences on both
sides of the insert in lines Ibf2GSV17 and Ibf2GSV20 was checked by
PCR (data not shown).
The Fab-8 sequence (Barges et al, 2000) was obtained by PCR
amplification of a DNA fragment from 3R:12744472 to 3R:12745518
using the following primers: 5′-CTTTGACGAGTTTTCCAAGC-3′ and
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5′-GGGCTACCAGTGCGTGGCC-3′. The PCR product was inserted in
a pCasper between the enhancer of the white gene and a mini-white
reporter gene, as described in (Perez-Lluch et al, 2008). When this
construct was introduced into flies 60% of the transgenic lines
obtained (five out of eight) showed reduced eye pigmentation
ranging from yellow to dark orange. Lines with light eyes were used
in enhancer-blocking assays and the eye color was determined 24 h
after eclosion for control and mutant backgrounds.
Antibodies
Rat a-Ibf-1 and a-Ibf-2 polyclonal antibodies were raised against
bacterially expressed recombinant proteins containing the full-length
Ibf1 and Ibf2 and were used at a 1:2,500 dilution for Western blot.
Rabbit a-CP190 polyclonal antibodies were raised against a bacteri-
ally expressed recombinant protein containing amino acids
125–1096 of CP190 and was used at 1:4,000 dilution for Western
blot. Rat a-HA was purchased from Roche (12CA5), mouse aV5 was
purchased from Invitrogen (R960-25), rabbit a-GFP was purchased
from Invitrogen (A-6455), and mouse a-btubulin was purchased
from Sigma (A2547).
Purification and characterization of multiprotein complexes
containing CP190
Purification of multiprotein complexes was performed from stable S2
cell lines expressing CP190-TAP. Full-length CP190 was TAP-tagged
at the C-terminus using plasmid pMK33-CTAP where expression of
the TAP-tagged protein is driven by a metallothionein inducible
promoter, and stable S2 lines obtained according to (Veraksa et al,
2005). Expression of CP190-TAP was induced by overnight treatment
with 0.07 mM CuSO4. Crude nuclear extracts were prepared accord-
ing to (Dignam et al, 1983) and precleared by incubation with
BSA-Dynabeads for 2 h at 4°C. Extracts were, then, applied to
IgG-Dynabeads (Invitrogen) and incubated overnight at 4°C. After
incubation, beads were extensively washed and eluted with 25 mM
Tris-HCl (pH 6.8), 5% glycerol, 1% SDS. Eluted material was analy-
sed by SDS-PAGE. A single band from the stacking gel was cut and
analyzed by standard LC/MS, performed in the Proteomics Unit of
the “Institut de Recerca de la Vall d’Hebron” (Barcelona).
Coimmunoprecipitation experiments
Assays were performed with extracts prepared from S2 cells or tran-
siently transfected S2 cells with Ibf1-HA (LD32555, obtained from
DGRC) or Ibf2-V5 (full-length Ibf2 was cloned into a pAc5.1). Cells
were lysed with 1% Triton X-100, 300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8,
1 mM EDTA, 1 mM DTT. Incubation with a-CP190, a-Ibf1, a-Ibf2 or
no antibodies was performed at 4°C for 2 h. After incubation with
Protein A/G Agarose (Santa Cruz Biotech), beads were pelleted by
centrifugation, washed and analysed by Western blot.
Immunostaining experiments
Immunostaining experiments were performed in polytene chromo-
somes and imaginal discs of third instar larvae with a-Ibf1 (1:400),
a-Ibf2 (1:500) and a-CP190 (1:1,000) according to (Font-Burgada
et al, 2008). For visualisation, slides were mounted in Mowiol
(Calbiochem-Novabiochem) containing 0.2 ng/ml DAPI (Sigma)
and visualised in a Nikon Eclipse E-800 inverted microscope or in a
confocal Leica TCS SP2-AOBS microscope.
ChIP experiments
For ChIP, chromatin was prepared according to (Lloret-Llinares
et al, 2012) from cultured S2 cells and from third instar larvae
according to (Carbonell et al, 2013). Immunoprecipitations were
basically performed as described in (Orlando et al, 1997) using rat
a-Ibf1, a-Ibf2, and rabbit a-CP190 polyclonal antibodies. For ChIP-
qPCR, triplicates from three independent biological replicates were
analyzed (see Supplementary Table S2 for primers used in these
experiments).
For ChIP-seq, 10 ng of DNA, quantified by Qubit dsDNA HS
Assay Kit (Invitrogen) were used for library preparation. End-repair,
adenylation, ligation of adapters and PCR enrichment for 18 cycles
was performed using TruSeqRNA Sample Prep Kit (Illumina)
according to manufacturer’s recommendations. Purified libraries
were quantified by Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen) and size
distribution was evaluated using Bioanalyzer DNA 1000 assay
(Agilent). Single-end sequencing of 50 nucleotides was performed
on Solexa/Illumina. See Supplemental experimental procedures for
details on data processing and quality control, sequence alignment,
peak calling and downstream analyses.
Expression profiling
S2 cells (2.5 × 106) were transfected with 15 lg dsRNA. As a mock
RNAi treatment cells were transfected with LacZ dsRNA (see Supple-
mentary Table S2 for primers used to produce Ibf1, Ibf2, CP190 and
LacZ dsRNAs). The transfection was repeated after 48 h and 72 h
and cells collected for RNA extraction at 96 h, using Rneasy mini kit
(Qiagen). Duplicates were processed for each RNAi condition.
cDNA library preparation and amplification were performed from
25 ng total RNA using WTA2 (Sigma-Aldrich) with 19 cycles of
amplification. 8 lg cDNA was subsequently fragmented by DNAseI
and biotinylated by terminal transferase obtained from GeneChip
Mapping 10Kv2 Assay Kit (Affymetrix). Hybridization mixture was
prepared according to Affymetrix protocol. Each sample target was
hybridized to a GeneChip Drosophila Genome 2.0 Array (Affyme-
trix). The arrays were scanned in a GeneChip Scanner 3000 (Af-
fymetrix). CEL files were generated from DAT files using GCOS
software (Affymetrix). To generate the log2 expression estimates,
overall array intensity was normalized between arrays and the
probe intensity of all probes in a probeset summarized to a single
value using RMA (Robust Multichip Average) algorithm (Irizarry
et al, 2003).
To measure the degree of co-regulation between the mutants, we
computed the pair-wise Spearman’s rank correlation between
samples.
Electrophoretic mobility shift assays
DNA probes were obtained by annealing oligonucleotides for the
Ibf motif: 5′-TCTGTGTTTTGACTATTTTACATTTGACCATGGAT-3′
and 5′-TCTGATCCATGGTCAAATGTAAAATAGTCAAAACA-3′ and
for a mutated Ibf motif: 5′-TCTGTGTTTTGACTGGCCTTCTGTTGAC
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ACA-3′ in Tris pH 7.5 10 mM and MgCl2 10 mM. Annealed
oligonucleotides were end-labeled using [a-32P]dATP and Klenow
fragment (Fermentas). Recombinant full-length Ibf1 or Ibf2 was
added to the purified probe in a 10 ll final volume of binding
reaction containing 20% Glycerol, 50 mM Hepes pH 7.8, 120 mM
KCl, 1 lg/ll BSA, 0.01 lg/ll ssDNA and 2 mM DTT. For DNA
competition analysis, binding was competed using 60-fold excess
of either Ibf probe or mutated Ibf probe. Binding reactions were
incubated on ice for 15 min and then resolved on 8% non-
denaturing polyacrylamide gels. Gels were dried and subjected to
autoradiography.
Accession numbers
ChIP-seq and expression profiling data discussed in this publication
have been deposited in NCBI’s Gene Expression Omnibus and are
accessible through GEO Series accession number GSE47559.
Supplementary information for this article is available online:
http://emboj.embopress.org
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